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ABKÜRZUNGEN 
 
Abb.  Abbildung 
ADC  4-Aminodeoxychorismat 
AS  Aminosäure 
ATCC  Stammsammlung (American Type Culture Collection) 
ATP  Adenosin-5’-triphosphat 
bidest. zweifach destilliert (bidestillatum) 
bp  Basenpaare 
BHI  Brain heart infusion (Komplexmedium) 
BSA  Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin) 
CoA  Coenzym A 
DNA  Desoxyribonukleinsäure (Desoxyribonucleic Acid) 
dNTP  Desoxynukleosidtriphosphat 
DTT  Dithiothreitol 
EDTA  Ethylen-Diamin-Tetra-Acetat 
F  Farad 
fbr  feedback-resistent 
G-6-P  Glucose-6-Phosphat 
G6PDH Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 
g  Erdbeschleunigung [m/s2] 
h  Stunde(n) 
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(2-ethansulfonsäure) 
HPLC  High Performance Liquid Chromatography 
IPTG  Isopropyl-β-D-thiogalaktosid 
Kan  Kanamycin 
kb  Kilobasen 
kV  Kilovolt 
l  Liter 
LB  Luria Bertani 
L-SD  L-Serindehydratase 
M  Molarität [mol/l] 
min  Minute(n) 
MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure 
NADH  Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form 
NAPDH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat, reduzierte Form 
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nm  Nanometer 
OD600  Optische Dichte bei der Wellenlänge von 600 nm 
orf  Offener Leserahmen (open reading frame) 
ori  Replikationsursprung (origin of replication) 
PABA  para-Aminobenzoat 
Pi  anorganisches Phosphat 
PCR  Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 
PEP  Phosphoenolpyruvat 
PTS  Phosphoenolpyruvat-abhängiges Phosphotransferase-System 
PLP  Pyridoxal-5’-phosphat 
rpm  Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
s  Sekunde(n) 
SHMT  Serinhydroxymethyltransferase 
sp.  Species 
Tab.  Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
TCA  Trichloressigsäure 
TEA  Triethanolamin 
Tet  Tetracyclin 
THF  Tetrahydrofolsäure 
Tris  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U  Enzymeinheiten (Units) [µmol/min*mg Protein] 
UV  Ultraviolett 
v/v  Volumen pro Volumen 
w/v  Gewicht pro Volumen (weight per volume) 
 
 
EINLEITUNG 
I Einleitung 
L-Serin ist eine nicht-essentielle, polare Aminosäure, die erstmals 1865 von 
Cramer aus Seidenleim (Sericin) isoliert und beschrieben wurde (Cramer, 1865). Der 
Name Serin leitet sich aus dem griechischen Wort serikos ab, welches für „seiden“ 
steht. L-Serin ist Bestandteil von fast allen Proteinen mit einem durchschnittlichen 
Gehalt von 7,1 % (Klapper, 1977) und kann in den Proteinen an Wasserstoff-
Brückenbindungen beteiligt sein, so z. B. im aktiven Zentrum vieler Proteasen (z. B. 
Serin-Proteasen). L-Serin besitzt eine zentrale Rolle im Stoffwechsel und dient nicht 
nur als Baustein für die Protein-Biosynthese (siehe Abb. 1), sondern auch als 
Vorstufe für die Synthese zahlreicher Zellmetabolite, wie z. B. Glycin, L-Tryptophan, 
L-Cystein, Selenocystein und L-Methionin (Brown et al., 1990; Landi et al., 1966; 
Ravnikar et al., 1987; Sawers, 1998). Außerdem wird L-Serin für die Biosynthese von 
Phospholipiden (Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin ; 
Browning et al., 1980), Sphingolipiden, Ceramiden (Florin-Christensen et al., 1995) 
und für die Synthese von Purinen (de Koning et al., 2003) benötigt. 
 
 
Abb. 1: L-Serin ist nicht nur eine proteinogene Aminosäure, sondern auch bei 
der Synthese verschiedenster Metabolite von zentraler Bedeutung. 
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Obwohl diese Aminosäure nicht essentiell ist, wurde von de Koning et al. (2003) und 
von McCoy et al. (1956) gezeigt, dass sie unter bestimmten Bedingungen limitierend 
auf das Wachstum von Zellkulturen ist und als „bedingt essentielle“ Aminosäure 
fördernd auf das Wachstum wirkt. Die große Bedeutung von L-Serin als zentralen 
Metaboliten kann man in Escherichia coli beispielsweise daran erkennen, dass pro 
Gramm Zellmasse ca. 158 mg L-Serin synthetisiert, aber davon nur etwa 21 mg 
direkt zur Proteinsynthese verwendet werden (Neidhardt et al., 1990). In der Industrie 
wird L-Serin in vielen Produkten eingesetzt, so z. B. als Bestandteil von Infusions-
lösungen für die prä- und postoperative parenterale Ernährung. Ferner wird L-Serin 
als Vorstufe bei der enzymatischen Synthese von L-Tryptophan, einem ebenfalls 
wichtigen pharmazeutischen Wirkstoff (Ikeda et al., 1999; Somerville, 1983), zur 
Herstellung des Anti-Parkinsonmittels Benserazid (Birkmayer et al., 1974), dem 
Breitband-Antibiotikum Cycloserin (Martin, 1966) sowie als Zusatzstoff für Kosmetika 
(Izumi et al., 1993) benötigt. Darüber hinaus besteht ein zunehmender Bedarf an 
L-Serin in der Nahrungsmittelindustrie aufgrund des wachsenden Gesundheits- und 
Fitnessbewusstseins. Derzeit wird L-Serin großtechnisch im Wesentlichen auf zwei 
Wegen gewonnen. Einerseits wird L-Serin aus Eiweißhydrolysaten extrahiert, wobei 
die saure Hydrolyse zusammen mit der nachfolgenden chromatographischen Tren-
nung einen sehr hohen Energie- und Chemikalieneinsatz erfordert (siehe Abb. 2). 
Der zweite Weg zur L-Serin-Herstellung ist die Biotransformation. Zu dieser Methode 
gibt es allerdings nur sehr wenige und alte Literaturdaten, die höchstwahrscheinlich 
nicht mehr wirtschaftlich relevant sind. Mit rekombinanten Klebsiella aerogenes- oder 
E. coli-Stämmen lässt sich so aus Glycin und Formaldehyd L-Serin mit einer 
Konzentration von 450 g/l produzieren (Hsiao et al., 1986; Daisuke et al., 1991). 
Darüber hinaus lassen sich mit einem Brevibacterium Stamm bis zu 4,4 g/l L-Serin 
aus 20 g/l Glycin und 70 g/l Glucose herstellen (Kubota et al., 1972) bzw. mit 
immobilisierten Zellen von Corynebacterium glycinophilum in kontinuierlicher Kultur 
etwa 6 g/l L-Serin aus 30 g/l Glycin und 100 g/l Glucose (Tanaka et al., 1989). Mit 
dem methylotrophen Bakterium Hyphomicrobium methylovorum konnten ferner hohe 
Ausbeuten von rund 33 g/l L-Serin aus 100 g/l Glycin und 48 g/l Methanol erzielt 
werden (Izumi et al., 1993). 
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Abb. 2: Vergleich des Wasser-, Energie- und Chemikalienverbrauchs bei der 
herkömmlichen Gewinnung von L-Serin aus proteinogenen Rohstoffen 
nach saurer Hydrolyse mit dem entsprechenden Verbrauch bei der 
mikrobiellen Gewinnung von L-Serin. Als Grundlage dient die Annahme 
einer Jahresproduktion von 30 t L-Serin (pers. Mitteilung Serger, 
Universität Hannover). 
 
Die derzeit volumenmäßig dominanten Aminosäuren L-Glutamat und L-Lysin werden 
ausschließlich fermentativ aus Glucose hergestellt. Die dazu verwendeten Stämme 
leiten sich von Corynebacterium glutamicum ab, dessen überragende Eigenschaften 
zur L-Glutamatbildung bereits seit langem bekannt sind. C. glutamicum ist ein unbe-
geißeltes, aerobes, Gram-positives, keulenförmiges Bakterium (Komagata et al., 
1969) und wurde im Jahre 1956 erstmals von Udaka und Kinoshita bei der Firma 
Kyowa Hakko in Japan als L-Glutamat-bildendes Bakterium isoliert (Kinoshita et al., 
1957). Durch klassische Mutagenese und geeignetes Screening wurden Stämme 
von C. glutamicum gewonnen, die heute zur großtechnischen L-Lysin- (Eggeling und 
Sahm, 1999), L-Glutamat- (Eggeling et al., 2001) sowie L-Isoleucin-Produktion 
eingesetzt werden (Eggeling et al., 1997). Wurden anfangs zur Stammentwicklung 
fast ausschließlich ungerichtete Mutagenese und Screening eingesetzt, ohne dass 
detailliertes Wissen zur Zelle bestand, werden derzeit die enorm gewachsenen 
Kenntnisse zum Organismus genutzt, um gezielt in den Stoffwechsel einzugreifen 
und diesen in die gewünschte Richtung umzulenken. Dazu gehört die Sequenzierung 
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des Genoms (Tauch et al., 2002; Ikeda et al., 2003), die Quantifizierbarkeit der Stoff-
flüsse (Marx et al., 1997) und die Möglichkeit, Gene graduell zu exprimieren oder im 
Chromosom zu deletieren (Schäfer et al., 1990). Dieser Ansatz, als metabolic 
engineering bezeichnet (Bailey, 1991), hat zu einer erstaunlichen Weiterentwicklung 
klassischer Stämme geführt (Eggeling et al., 1998, Riedel et al., 2001, Peters-
Wendisch et al., 2001). Daher war eine Zielsetzung dieser Arbeit, durch metabolic 
engineering einen umweltschonenderen Prozess zu entwickeln, in dem fermentativ 
mit Hilfe von C. glutamicum L-Serin aus Glucose hergestellt werden kann. 
L-Serin kann einerseits über die nicht-phosphorylierten Intermediate Glycerat und 
Hydroxypyruvat synthetisiert werden (z. B. in Leberzellen von Säugern, Walsh et al., 
1966) und andererseits über einen Biosyntheseweg mit phosphorylierten 
Intermediaten. In C. glutamicum erfolgt die L-Serin-Biosynthese über den 
phosphorylierten Weg in nur drei Schritten aus dem Glykolyseintermediat 
3-Phosphoglycerat (Peters-Wendisch et al., 2002). Dabei wird 3-Phosphoglycerat 
durch das Enzym 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase (kodiert durch serA) in 
3-Phosphohydroxypyruvat umgewandelt. Durch das von serC kodierte Enzym 
Phosphoserin-Aminotransferase wird auf 3-Phosphohydroxypyruvat eine Amino-
gruppe von L-Glutamat übertragen und so zu 3-Phosphoserin umgesetzt. In einem 
letzten Schritt wird 3-Phosphoserin von der Phosphoserin-Phosphatase (kodiert von 
serB) zu L-Serin dephosphoryliert. Es konnte gezeigt werden, dass das Schlüssel-
enzym der L-Serin-Biosynthese die 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase ist, welche 
einer allosterischen Kontrolle durch das Endprodukt L-Serin unterliegt. Durch diese 
Kontrolle wird die Aktivität des Enzyms in Anwesenheit von 10 mM L-Serin um etwa 
40 % gehemmt (Peters-Wendisch et al., 2002). Eine Verkürzung der regulatorischen 
Domäne der 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase bewirkte, dass das entstandene 
Mutein nicht mehr durch L-Serin feedback gehemmt wird. 
In C. glutamicum sind mehrere Enzyme für die Umsetzung von L-Serin 
verantwortlich. Die L-Serindehydratase (Kubota, 1985) desaminiert L-Serin zu 
Pyruvat, welches somit dem Zentralstoffwechsel wieder zugeführt wird. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Inaktivierung der L-Serindehydratase den L-Serin-Abbau 
um 40 % verringert (Netzer et al., 2004b). Ein weiteres L-Serin-umsetzendes Enzym 
ist die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT), die durch das Gen glyA kodiert wird 
(Simic et al., 2002) und den Abbau von L-Serin zu Glycin katalysiert. Die bei dieser 
Reaktion auf Tetrahydrofolsäure übertragene C1-Einheit wird z. B. für die 
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L-Methionin- und Purin-Biosynthese benötigt. In Eukaryoten gibt es eine cytosolische 
und eine mitochondriale Isoform der SHMT (Appling, 1991), welche durch separate 
Gene kodiert werden (Garrow et al., 1993). Der komplexe Reaktionsmechanismus 
der ubiquitär vorkommenden SHMT wurde in den letzten 40 Jahren gründlich 
untersucht, konnte aber bis heute nicht vollständig aufgeklärt werden (Matthews et 
al., 1990; Schirch, 1998; Schirch et al., 2005). Für die aufgereinigte SHMT aus E. coli 
(Schirch et al., 1985), Rattenleber (Schirch et al., 1968) und C. glutamicum (Simic et 
al., 2002) wurde gezeigt, dass L-Threonin ebenfalls durch dieses Enzym als Substrat 
verwendet werden kann. In E. coli wird bei Wachstum mit Glucose als einziger C-
Quelle ca. 15 % des glykolytischen Flusses über dieses Enzym abgeleitet, um den 
Bedarf an C1-Bausteinen abzudecken (Pizer und Potochny, 1964). In C. glutamicum 
wird ca. 80 % des zellulär gebildeten L-Serins über die SHMT abgebaut (Marx et al., 
1996). Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Aktivität und den Einfluss der SHMT auf die 
L-Serin-Bildung in C. glutamicum zu untersuchen. Als weiteres Ziel galt es zu 
bestimmen, ob das glyA-Gen, welches für die L-Serin-umsetzende SHMT kodiert, 
einer Regulation in C. glutamicum unterliegt. In E. coli wird die Expression des glyA-
Gens durch mehrere Regulatoren kontrolliert. Durch MetR mit Homocystein als Co-
Faktor (Intermediat in der Methionin-Biosynthese) wird glyA positiv reguliert 
(Plamann et al., 1989). Das PurR-Protein (Purin Regulon Repressor Protein) ist für 
eine Repression des glyA-Gens verantwortlich (Steiert et al., 1990). Chirwa und 
Herrington (2003) zeigten, dass CsgD, als Regulator der Pili- und Cellulosesynthese 
auch die Synthese der SHMT in E. coli reguliert. In C. glutamicum hingegen ist eine 
transkriptionelle Regulation des glyA-Gens derzeit noch nicht bekannt. 
Da Tetrahydrofolsäure der Co-Faktor der SHMT ist, könnte es mit Hilfe einer 
Folsäure-auxotrophen Mutante möglich sein, die Aktivität der SHMT indirekt durch 
Veränderung der Folsäure-Konzentration im Medium zu beeinflussen (Folsäure ist 
die direkte Vorstufe von Tetrahydrofolsäure). So könnte eine Kontrolle des L-Serin-
Abbaus über die SHMT über die Co-Faktor-Konzentration ohne Fremdsequenzen in 
einem Produktionsstamm realisiert werden. In C. glutamicum befinden sich am 5’-
Ende des glyA-Gens zwei offene Leserahmen, welche vermutlich für Enzyme aus 
dem Folsäure-Biosyntheseweg kodieren. Der erste offene Leserahmen, NCgl0955 
(nachfolgend pabAB genannt), ist in der ERGO Genomics-Datenbank als Para-
Aminobenzoat-Synthetase Komponente I (PabA) / Para-Aminobenzoat-Synthase 
Glutamin-Amidotransferase Komponente II (PabB) annotiert und scheint für ein 
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Fusionsprotein aus PabA und PabB zu kodieren. Die PabAB-Proteinsequenz aus 
C. glutamicum zeigt hohe Ähnlichkeiten zu dem entsprechenden aus zwei separaten 
Untereinheiten bestehenden Protein von E. coli. Die Gene pabA und pabB aus E. coli 
kodieren gemeinsam für eine Aminodeoxychorismat-Synthase, welche die Reaktion 
von Chorismat zu 4-Aminodeoxychorismat (ADC), einem Intermediat der Folsäure-
Biosynthese, katalysiert (Basset et al., 2004a). Der zweite offene Leserahmen, 
NCgl0956 (nachfolgend als pabC bezeichnet), ist in der ERGO Genomics-Datenbank 
als Aminotransferase annotiert und zeigt keine Sequenzähnlichkeiten zu pabC aus 
E. coli. Ob pabC tatsächlich für eine ADC-Lyase kodiert, die 4-Aminodeoxychorismat 
zu para-Aminobenzoat (PABA) umsetzt und an der PABA- bzw. Folsäure-Synthese 
beteiligt ist (Basset et al., 2004b), ist somit noch unklar. Untersuchungen zur pflanz-
lichen ADC-Synthase, die ebenfalls aus den zwei fusionierten Domänen besteht, 
haben jedoch gezeigt, dass zur PABA-Synthese auf jeden Fall die Lyase-Funktion 
(hier durch das E. coli pabC-Enzym vermittelt) benötigt wird (Basset et al., 2004a). 
Die ADC-Lyase konnte in Pflanzen, Hefen und Actinomyceten bisher nicht nach-
gewiesen werden (Basset et al., 2004a; 2004b). Um eine Beteiligung des Gen-
Clusters pabABC an der PABA-Synthese nachzuweisen und den Einfluss von 
Folsäure-Auxotrophie auf die L-Serin-Produktion zu untersuchen, sollten zunächst 
die Gene pabAB und pabC einzeln bzw. zusammen deletiert werden. Auf diese 
Weise könnte auch eine nicht dem Prototyp von E. coli entsprechende ADC-Lyase 
beschrieben werden. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
7 
II MATERIAL UND METHODEN 
1. Chemikalien und Enzyme 
Chemikalien und Enzyme wurden von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt), Carl 
Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma-Aldrich 
Chemie (Deisenhofen), Bachem Biochemica AG (Heidelberg) und Difco Laboratories 
(Detroit, USA) verwendet. Bezugsquellen weiterer Chemikalien und Materialien sind 
direkt im Text aufgeführt. 
 
2. Bakterienstämme und Plasmide 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tab. 1, die verwendeten 
Plasmide in Tab. 2 aufgelistet. 
 
Tab. 1: Verwendete Bakterienstämme und deren relevanten Charakteristika. 
Bakterienstamm Genotyp/ relevante Charakteristika Referenz 
Escherichia coli  
DH5αMCR endA1 supE44 recA1 gyrA96 relA1 
deoR U169 Φ80dlacZΔM15 mcrA 
Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Grant et al., 
1990 
S17-1 thi-1 F- endA1 hsdR17 supE44 λ- pro Simon et al., 
1983 
BL21 (DE3) F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm 
(λcIts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 
gene 1); Wirtsstamm für die 
Überproduktion der pET-kodierten 
rekombinanten Proteine; enthält den 
lysogenen Phagen λDE3, der das T7-
Phagen RNA-Polymerase-Gen unter 
der Kontrolle des lacUV5-Promotors 
trägt 
Studier und 
Moffat, 1986
Corynebacterium glutamicum  
ATCC13032 Wildtypisolat Abe et al., 
1967  
WTΔsdaA Derivat von ATCC13032 mit einer 
Deletion von 414 bp im sdaA-Gen 
Netzer, 2003
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Tab. 1 (ff):  Verwendete Bakterienstämme und deren relevanten Charakteristika.
Stamm Genotyp/ relevante Charakteristika Referenz 
WTΔpyk Derivat von ATCC13032 mit einer 
Deletion von 1063 bp im pyk-Gen 
Netzer et al., 
2004a 
WTΔpykΔsdaA Derivat von WTΔpyk mit einer 
Deletion von 414 bp im sdaA-Gen 
diese Arbeit 
WTΔpanBCΔsdaA Derivat von WTΔpanBC mit einer 
Deletion von 414 bp im sdaA-Gen 
Netzer, 2003
WT::pK18mobglyA’ glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt 
diese Arbeit 
WTΔsdaA::pK18mobglyA’ glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt 
diese Arbeit 
WTΔpanBC::pK18mobglyA’ glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt 
diese Arbeit 
WTΔpanBCΔsdaA::pK18 
mobglyA’ 
glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt 
diese Arbeit 
WTΔpyk::pK18mobglyA’ glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt 
diese Arbeit 
WT::pK18mobglyA’ 
pserACB 
glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
WTΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB 
glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
WTΔpanBC::pK18mobglyA’ 
pserACB 
glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
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Tab. 1 (ff):  Verwendete Bakterienstämme und deren relevanten Charakteristika. 
Stamm Genotyp/ relevante Charakteristika Referenz 
WTΔpanBCΔsdaA 
::pK18mobglyA’ pserACB 
glyA disruptiert durch Integration des 
Vektors pK18mobglyA’, so dass glyA 
im Chromosom unter Kontrolle des 
tac-Promotors vorliegt mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
WTΔpabAB Derivat von ATCC13032 mit einer 
Deletion von 1734 bp im pabAB-Gen 
diese Arbeit 
WTΔpabC Derivat von ATCC13032 mit einer 
Deletion von 585 bp im pabC-Gen 
diese Arbeit 
WTΔpabABC Derivat von ATCC13032 mit einer 
Deletion von 2475 bp im pabABC-
Gen 
diese Arbeit 
WTΔpabABCΔsdaA Derivat von ATCC13032ΔsdaA mit 
einer Deletion von 2475 bp im 
pabABC-Gen 
diese Arbeit 
WTΔpabABCΔsdaA 
pserACB 
Derivat von ATCC13032ΔsdaA mit 
einer Deletion von 2475 bp im 
pabABC-Gen mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
WTΔpykΔsdaAΔpabABC Derivat von ATCC13032ΔpykΔsdaA 
mit einer Deletion von 2475 bp im 
pabABC-Gen 
diese Arbeit 
WTΔpykΔsdaAΔpabABC 
pserACB 
Derivat von ATCC13032ΔpykΔsdaA 
mit einer Deletion von 2475 bp im 
pabABC-Gen mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB 
diese Arbeit 
WT pET2-glyA Wildtyp mit glyA-Promotortest-Vektor 
zur Analyse der transkriptionellen 
Aktivität des glyA-Promotors 
diese Arbeit 
WT pET2-pabAB Wildtyp mit pabAB-Promotortest-
Vektor zur Analyse der 
transkriptionellen Aktivität des pabAB-
Promotors 
diese Arbeit 
ΔarsR pET2-glyA ΔarsR mit glyA-Promotortest-Vektor 
zur Analyse der transkriptionellen 
Aktivität des glyA-Promotors 
diese Arbeit 
ΔramB pET2-glyA ΔramB mit glyA-Promotortest-Vektor 
zur Analyse der transkriptionellen 
Aktivität des glyA-Promotors 
diese Arbeit 
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Tab. 2: Verwendete Plasmide und deren relevanten Charakteristika. 
Plasmid Relevante Charakteristika Referenz 
pET16-b ApR; PT7, lacI, oriV aus pBR322, 
Vektor zur Überexpression von 
Genen in E. coli, der das Anfügen 
eines abspaltbaren N-terminalen 
Tags aus 10 Histidin-Resten ermög-
licht 
Novagen, Madison, 
USA 
pK18mob KanR; oriVE.c., oriT; mobilisierbarer 
E. coli-Vektor zur Konstruktion von 
Integrationsmutanten 
Schäfer et al., 1994 
pK18mobglyA’ pK18mob mit 2,0 kb PCR-Fragment 
aus pVWEx2glyA, KanR, enthält 
lacIq, Ptac und ein 5'-terminales 
437 bp glyA-Fragment 
Simic et al., 2002 
pK19mobsacB KanR; oriVE.c., oriT, sacB; 
mobilisierbarer E. coli-Vektor zur 
Konstruktion von Insertions- und 
Deletionsmutanten von 
C. glutamicum 
Schäfer et al., 1994 
pEC-T18mob2serAfbrCB Mit „pserACB“ abgekürzt. Shuttle-
vektor, oriVE.c. oriVC.g. mob TetR ent-
hält die L-Serin-Biosynthesegene 
serAΔ197(fbr), serB und serC 
Peters-Wendisch et 
al., 2005 
pET16-b_ArsR pET16b Derivat für die heterologe 
Überproduktion von ArsR mit ab-
spaltbaren N-terminalem His-Tag 
diese Arbeit 
pET29a_RamB pET29-b-Derivat für die heterologe 
Überproduktion von RamB mit C-
terminalem His-Tag 
Gerstmeir et al., 
2004 
pET2 Kan
R, oriVE.c. oriVC.g; E. coli-
C. glutamicum-Shuttlevektor zur 
Analyse der transkriptionellen 
Aktivität von spezifischen 
Promotoren, die durch Klonierung 
mit dem promotorlosen cat-
Reportergen fusioniert werden 
Vašicová et al., 
1998 
pET2-glyA KanR, pET2-Derivat zur Analyse der 
transkriptionellen Aktivität des glyA-
Promotors 
diese Arbeit 
pET2-pabAB KanR, pET2-Derivat zur Analyse der 
transkriptionellen Aktivität des 
pabAB-Promotors 
diese Arbeit 
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Tab. 2 (ff): Verwendete Plasmide und deren relevanten Charakteristika. 
Plasmid Relevante Charakteristika Referenz 
pK19mobsacB_pabAB KanR; pK19mobsacB mit einem 
1,22 kb crossover-PCR-Fragment, 
kloniert in die BamHI-Schnittstelle 
diese Arbeit 
pK19mobsacB_pabC KanR; pK19mobsacB mit einem 
1,18 kb crossover-PCR-Fragment, 
kloniert in die kloniert in die BamHI-
Schnittstelle 
diese Arbeit 
pK19mobsacB_pabABC KanR; pK19mobsacB mit einem 
1,17 kb crossover-PCR-Fragment, 
kloniert in die kloniert in die BamHI-
Schnittstelle 
diese Arbeit 
pK19mobsacB_arsR KanR; pK19mobsacB mit einem 
1,09 kb crossover-PCR-Fragment, 
kloniert in die kloniert in die 
HindIII/BamHI-Schnittstellen 
diese Arbeit 
pK19mobsacB_Δpyk KanR; pK19mobsacB mit einem 
1,04 kb crossover-PCR-Fragment, 
kloniert in die kloniert in die 
XbaI/PstI-Schnittstellen 
Netzer, 2003 
 
 
3. Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide, die von Operon Biotechnologies GmbH (Köln) bezogen wurden 
und bei DNA-Sequenzierungen, Polymerasekettenreaktionen (PCR), Primer-
Extensions und bei der Affinitätschromatographie eingesetzt wurden, sind in Tab. 3 
aufgeführt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIAL UND METHODEN 
12 
Tab. 3: Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Alle Sequenzen 
sind in 5' → 3'-Richtung gezeigt. Relevante Merkmale der Primer sind 
unterstrichen (Restriktionsschnittstellen) und kursiv (komplementäre 
Sequenzen in den crossover-PCR-Primern B und C) gedruckt.  
Primer Sequenz Bemerkung (angefügte Schnittstellen usw.) 
pglyAF1 TAGGTACCGGATCCTCTGCCATGAATCCA
TTGT 
5' - KpnI, BamHI, Klonierung von 
glyA-Promotor in pET2 
pglyAR1 TACTGCAGGGTACCACAAGCATAGACCGC
C 
5' - PstI, KpnI, Klonierung von 
glyA-Promotor in pET2 
pabABF1 TAGGTACCGGATCCGTCCGCAGACATTGA
GTC 
5' - KpnI, BamHI, Klonierung von 
pabAB-Promotor in pET2 
pabABR1 TACTGCAGGGTACCGTAACCTCTTCCACAT
AG 
5' - PstI, KpnI, Klonierung von 
pabAB-Promotor in pET2 
pET2-check-for GCGTTTCTACAAACTCTGCAG 
PCR-Nachweis von Fragmenten in 
pET2-Vektor 
pET2-check-rev CGGTGGTATATCCAGTGATT 
PCR-Nachweis von Fragmenten in 
pET2-Vektor 
glyA-PE-50  CAGGTCAGCTAACCTTTCACAAGACGAAT
CC 
5' - IRD800-Markierung für Primer-
Extension mit glyA-Gen, 50 bp 
Abstand zum Transkriptionsstart 
glyA-PE-100  CAAGCTCGTTCAGTGGCTGGTAACGGA 
5' - IRD800-Markierung für Primer-
Extension mit glyA-Gen, 100 bp 
Abstand zum Transkriptionsstart 
glyA-PE-0  ACAGGTACGCCCACAAGCATAGACCG 
5' - IRD800-Markierung für Primer-
Extension mit glyA-Gen, 0 bp 
Abstand zum Transkriptionsstart 
pabAB*ABC-del-A CGGGATCCTCAGGCTCGCACGTTGGAGG
G 
5' - BamHI, Deletionsprimer A für 
pabAB und pabABC 
pabAB*ABC-del-B CCCATCCACTAAACTTAAACAAAACGTGAA
AGAATCATAATT 
Deletionsprimer B für pabAB und 
pabABC mit 5' - komplementäre 
Sequenz 
pabAB-del-C TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAGTGGGA
GGAAATCCGCGTT 
Deletionsprimer C für pabAB und 
pabABC mit 5' - komplementäre 
Sequenz 
pabAB-del-D GTGGATCCGCCCAAAACACCACGGTGGC
GT 
5' - BamHI, Deletionsprimer D für 
pabAB und pabABC 
pabC-del-A GAGGATCCAATCATTGCTGAGCTGCGCAG 
5' - BamHI, Deletionsprimer A für 
pabC 
pabC-del-B CCCATCCACTAAACTTAAACAATCAACAAC
TGTGGGTGTTGA 
Deletionsprimer B für pabC mit 
komplementärer Sequenz 
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Tab. 3 (ff): Verwendete Oligonukleotide und deren relevanten Charakteristika. 
Primer Sequenz Bemerkung (angefügte Schnittstellen usw.) 
pabC*ABC-del-C TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTCGGTGAA
GCCCTGGAATGAA 
Deletionsprimer C für pabC und 
pabABC mit komplementärer 
Sequenz 
pabC*ABC-del-D AGGGATCCGTGATGAGTCCGATCTCGGAA 
5' - BamHI, Deletionsprimer D für 
pabC 
pabAB-del-pr-u2 TGGCTCACTTCGCTGGTCTTGTTG Deletionskontrollprimer für pabAB 
pabAB-del-pr-l2 GAATGGTTGCGGCGAGTGTCA Deletionskontrollprimer für pabAB 
pabC-del-pr-u2 GTTGGGGGAGCAGGACGAGTGGT Deletionskontrollprimer für pabC 
pabC-del-pr-l2 TACGCGCATCTGGAAGCCTGGTTA Deletionskontrollprimer für pabC 
pabABC-del-pr-u2 CGTTCCGGCATCATTCTGGCTAAG 
Deletionskontrollprimer für 
pabABC 
pabABC-del-pr-l2 GCGACTCCGGGTTGTTCCTGATAA 
Deletionskontrollprimer für 
pabABC 
glyA-Fish-for1 CACACCAGTTGTGCTTGCAGCGTT 
Forward-Primer für glyA-Affinitäts-
chromatographie (Fragmentgröße: 
400 bp) 
glyA-Fish-
rev(Biotin) 
GAGGAGTCGTCGATGTGGAGACCACGAA
GTTCTCAGACGCGATCATC 
Reverse-Primer für glyA-Affinitäts-
chromatographie (kursiv = komple-
mentär zu glyA-Fish-rev-Bio-
Primer) 
glyA-Fish-rev-Bio Biotin-TEG-Markierung-
ACGAAGTTCTCAGACGCGATCATC 
5' - TEG-Biotin, Reverse-Primer für 
glyA-Affinitätschromatographie (mit 
TEG 800-Biotin-Markierung) 
arsR-del-A TCAAGCTTATATTCAACCCTACTCAA 5' - HindIII, Deletionsprimer A für 
arsR 
arsR-del-B CCCATCCACTAAACTTAAACATGGGATAAC
GGAGGTCAT 
Deletionsprimer B für arsR mit 
komplementärer Sequenz 
arsR-del-C TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGATACGGTT
GCTGAAATT 
Deletionsprimer C für arsR mit 
komplementärer Sequenz 
arsR-del-D CAGGATCCACATTTTGAGCCAGCGCT 5' - BamHI, Deletionsprimer A für 
arsR 
arsR-del-proof-u TTCCGGGCAGCTTTTTGTAGTTCC Deletionskontrollprimer für arsR 
arsR-del-proof-l TCGACGCCGGTGTTGCAGTAAAGA Deletionskontrollprimer für arsR 
arsR-his GCCTCGAGTTAGGACGCGTGGGCGAAAA 5’ - XhoI, Primer für Klonierung von 
pET16-b_ArsR 
arsR-his TGACCTCCGTTATCCCATCC Primer für Klonierung von pET16-
b_ArsR 
Uni_for CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Sequenzierung von 
pK19mobsacB-Vektoren 
Uni_rev AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Sequenzierung von 
pK19mobsacB-Vektoren 
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4. Nährmedien und Medienzusätze 
E. coli-Stämme wurden in dem komplexen Luria-Bertani-Medium kultiviert (Sambrook 
et al., 1989). Zur Regeneration der Zellen nach Transformation wurde SOC-
Komplexmedium eingesetzt (Miller und Nickoloff 1995). Die Kultivierung von 
C. glutamicum-Stämmen in Vollmedium erfolgte im Allgemeinen in Brain-Heart-
Infusion-Medium (BHI, Difco Laboratories, Detroit, USA). Nach Elektroporationen 
wurden die Zellen in BHIS-Medium (BHI-Medium mit 0,5 M Sorbitol) regeneriert und 
auf BHIS-Platten (37 g/l BHI, 15 g/l Agar, 91 g/l Sorbitol) ausplattiert. Zur Herstellung 
von Agarplatten wurde den Medien 1,5 % (w/v) Agar (Difco) vor dem Autoklavieren 
zugesetzt. 
 
LB-Medium (Sambrook et al., 1989) 
10 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 10 g/l NaCl. 
 
SOC-Medium (Miller und Nickoloff 1995) 
20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,4 mM KCl. Nach dem Autoklavieren 
wurde zu 100 ml je 1 ml einer 2 M Glucoselösung und einer 2 M Magnesiumsalz-
lösung (1 M MgCl2 x 6 H2O und 1 M MgSO4 x 7 H2O), die zuvor steril filtriert wurden, 
zugegeben. 
 
CgXII-Minimalmedium (Keilhauer et al., 1993) 
20 g/l (NH4)2SO4, 5 g/l Harnstoff, 1 g/l K2HPO4, 1 g/l KH2PO4, 0,25 g/l MgSO4 x 
7 H2O, 42 g/l MOPS, 1 ml CaCl2-Lösung (10 g/l CaCl2, sterilfiltriert), 1 ml Biotin-
Lösung (0,2 g/l Biotin, sterilfiltriert). Der pH wurde mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt 
und nach dem Autoklavieren wurde pro Liter CgXII 1 ml Protokatechusäure-Lösung 
(30 g/l Protokatechusäure in verdünnter NaOH gelöst und sterilfiltriert), 1 ml 
Spurensalzlösung (siehe unten) und 80 ml einer 50 %igen (w/v) Glucoselösung zu-
gegeben. Die Glucoselösung wurde separat autoklaviert. 
 
Spurensalzlösung (Keilhauer et al., 1993) 
10 g/l FeSO4 x 7 H2O, 10 g/l MnSO4 x H2O, 1 g/l ZnSO4 x 7 H2O, 0,2 g/l CuSO4, 
20 mg/l NiCl2 x 6 H2O. Der pH wurde mit 1 N HCl auf pH 1,0 eingestellt. 
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Zur selektiven Kultivierung und zur Haltung von Stämmen die Plasmide enthalten, 
wurden die in Tab. 4 angegebenen Antibiotika-Konzentrationen eingesetzt. Nalidixin-
säure wurde verwendet, um nach Konjugationsexperimenten das Wachstum von 
E. coli zu unterdrücken. Bei Vorliegen einer Ampicillin-Resistenz wurde das struktur-
verwandte Carbenicillin eingesetzt, da Carbenicillin resistenter gegen Hydrolyse ist. 
Die erhöhte Stabilität von Carbenicillin führt zu einer verringerten Bildung von nicht 
resistenten Satellitenkolonien. 
 
Tab. 4: Konzentrationen verwendeter Antibiotika zur Selektion rekombinanter 
Bakterienstämme sowie deren Stammlösungen. 
Antibiotikum 
E. coli 
Selektion / 
Haltung 
C. glutamicum 
Selektion / Haltung Stammlösung 
Carbenicillin 50 µg/ml - - 50 mg/ml in H2O 
Tetracyclin 30 µg/ml 5 µg/ml 5 µg/ml 5 mg/ml in 50 % Ethanol 
Kanamycin 50 µg/ml 15 µg/ml 50 µg/ml 50 mg/ml in H2O 
Chloramphenicol 30 µg/ml 4 µg/ml 10 µg/ml 10 mg/ml in 70 % Ethanol 
 
In Vektoren welche die multiple Klonierungsstelle im Gen für die β-Galaktosidase 
(lacZ) trugen, konnten erfolgreiche Ligationen durch Blau/Weiß-Selektion überprüft 
werden. In Anwesenheit von X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-ß-D-galaktopyranosid) 
entsteht durch eine intakte β-Galaktosidase ein gelber Farbstoff (5-Brom-4-Chlor-
Indoxyl), welcher durch Luftsauerstoff zum blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-
dichlorindigo oxidiert wird. Durch den Einbau eines DNA-Fragmentes in die multiple 
Klonierungsstelle wird das Leseraster der β-Galaktosidase unterbrochen. Bakterien-
kolonien, die mit einem Vektor mit DNA-Fragment transformiert wurden bleiben in 
Anwesenheit von X-Gal farblos, während die Aufnahme eines Vektors ohne DNA-
Fragment mit intakter β-Galaktosidase zu einer Spaltung von X-Gal in den blauen 
Farbstoff führt. Für die Blau/Weiß-Selektion nach einer Vektortransformation wurden 
dem Medium nach dem Autoklavieren 3 ml/l einer 0,1 M IPTG-Lösung (sterilfiltriert) 
und 4 ml einer X-Gal-Lösung (2 % w/v in N,N-Dimethylformamid) zugesetzt. 
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5. Kultivierungsbedingungen 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte bei 37 °C. C. glutamicum wurde bei 30 °C 
kultiviert. Soweit nicht anders angegeben, erfolgte die Kultivierung von E. coli und 
C. glutamicum in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen. Das Nähr-
mediumvolumen betrug 50 bis 100 ml und die Schüttelgeschwindigkeit 120 rpm. Das 
Wachstum der Kulturen wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm mit 
einem Spektrophotometer (Ultrospec 3300 pro, Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg) verfolgt, wobei die Kulturen so weit mit 0,9 % NaCl (Saline) verdünnt 
wurden, dass die gemessenen OD600-Werte zwischen 0,05 und 0,5 lagen. Für 
Wachstumsexperimente mit C. glutamicum wurden Flüssigkulturen immer auf eine 
optische Dichte von 1 bei einer Wellenlänge von 600 nm angeimpft. 
Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden die Stämme in 500 ml Schüttelkolben mit 
50 ml BHI-Komplexmedium für 8-14 h mit 120 rpm kultiviert. Anschließend wurde 
1 ml dieser Kultur mit 800 µl sterilem Glycerin (87 %) gemischt und in sterile 2 ml-
Cryo-Röhrchen überführt und bei -70 °C gelagert. Für jeden Stamm wurden zwei 
parallele Dauerkulturen angelegt. Zur Kultivierung von E. coli zur Überexpression von 
Genen wurden 50 ml LB-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum aus einer 
Übernachtkultur des E. coli-Stammes angeimpft, der den gewünschten Expressions-
vektor trug. Bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5-0,8 wurden die Kulturen bei 37 °C 
und 120 rpm inkubiert. Die Expression des Zielgens wurde durch Zugabe von 1 mM 
IPTG (Isopropyl-β-D-Thiogalaktosid) induziert. Anschließend wurden die Zellen bei 
30 °C für 4 h weiter inkubiert. Vor Induktion sowie 1, 2, 3 und 4 h danach wurde die 
OD600 bestimmt, je 1 ml Probe entnommen und für 5 min bei 5500 g abzentrifugiert. 
Die Zellen wurden in (OD600 x 100) µl LDS-Probenpuffer (Invitrogen, Groningen) auf-
genommen und bis zur Analyse durch SDS-PAGE bei -20 °C gelagert. Zur Ernte 
wurde der Expressionsansatz bei 8000 rpm 10 min bei 4 °C abzentrifugiert, einmal 
mit dem später verwendeten Aufreinigungspuffer (TNI5) gewaschen und danach bei -
20 °C gelagert. 
Die Stämme ΔsdaAΔpabABC pserACB und ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB wurden 
zusätzlich in einem 20 Liter Bioreaktor (Bioengineering, Wald, Schweiz) bei der 
Firma Amino (Braunschweig) unter Fed-Batch-Bedingungen untersucht. Dazu 
wurden sie aus einem Cryo-Reaktionsgefäß in Erlenmeyerkolben (100 ml BHI) über-
führt und dann 12 Stunden inkubiert. Danach wurde diese Kultur abzentrifugiert und 
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einmal in einem Volumen Saline gewaschen (4500 rpm, 10 min, 4 °C). Das 
Zellsediment wurde dann verwendet, um einen Erlenmeyerkolben (160 ml CgXII, 
46 g/l Glucose) auf eine OD von 1 anzuimpfen, welcher für 8 Stunden inkubiert 
wurde. Das Fermentationsmedium im 20 l Rührkesselreaktor setzte sich aus 0,2 g/l 
Citrat, 0,3 g/l MgSO4 x 7 H2O, 4,8 g/l H3PO4 (85%), 64 mg/l MgSO4 x H2O, 40 mg/l 
FeSO4 x 7 H2O, 97 g/l Maisquellwasser (African Products Ltd., Sandown, Südafrika), 
15 g/l Glucose, 15 g/l Fructose, 5 mg/l Tetracyclin, 2 mg/l Biotin und 0,4 ml/l 
Antischaummittel (Durapol 3000, Dow Plastics) zusammen. Die Zufütterung für den 
Fed-Batch-Betrieb bestand aus einer Lösung mit 350 g/l Glucose und 350 g/l 
Fructose. Für die automatische pH-Kontrolle wurde NH3 (25 %) und H3PO4 (1M) 
verwendet. Die Fermentationsparameter waren: Volumen beim Start der 
Fermentation: 8 l, Temperatur T=30 °C, pH=7, Luftstrom = 1 vvm (Volumen Luft pro 
Volumen Fermenter), Rührergeschwindigkeit (Scheibenrührer) 350 rpm bis 1200 rpm 
gesteuert durch ein vorgegebenes Profil, Überdruck von 0,5 bar, Minimal-gelöste 
Sauerstoffkonzentration 20 % Luftsättigung, maximale Sauerstoffzufuhr OTRmax = 
200 mmol/l*h. Die Zufütterung für den Fed-batch-Betrieb wurde über die im Medium 
vorhandene Gesamtzuckerkonzentration geregelt (Start der Fütterung bei c<10 g/l 
Gesamtzucker). Während der Fermentation erfolgte die automatische Online-
Bestimmung von Temperatur, Überdruck, pH, Gelöstsauerstoffkonzentration, 
Antischaum-Verbrauch, Säureverbrauch, Basenverbrauch und CO2-Konzentration in 
der Abluft mit dem Prozeß-Kontrollsystem Biologics (Bioengineering, Wald, 
Schweiz). Manuell bestimmt wurden die Konzentrationen von Glucose und Fructose 
(HPLC, Dionex, Sunnyvale, USA), die Aminosäure-Konzentrationen (HPLC, Agilent, 
Palo Alto, USA), die Biomasse (nach Trocknung) und die Ammonium-Konzentration 
(Kjeldahl-Analyser, Büchi, Essen, Deutschland). 
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6. Molekularbiologische Methoden 
6.1 Isolierung von DNA 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach einer modifizierten Methode 
von Birnboim und Doly (1979) durchgeführt. Plasmide wurden ausgehend von 5 ml 
Übernachtkultur oder ausgehend von 50 ml Übernachtkultur mit dem QIAprep Spin 
Miniprep Kit oder dem QIAfilter™ Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Plasmid-
DNA aus C. glutamicum wurde ebenfalls mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit oder 
dem QIAfilter Plasmid Midi Kit isoliert. Aufgrund des im Vergleich zu E. coli dickeren 
Mureinsacculus ging jeweils eine 1-2-stündige Behandlung mit 15 µg/ml Lysozym bei 
37 °C voraus (Schwarzer und Pühler, 1991). Die Isolierung chromosomaler DNA aus 
C. glutamicum erfolgte nach Eikmanns et al. (1994). Zur Ethanolfällung wurde die 
DNA-Lösung mit 0,1 Volumenanteilen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 3 Volumen 
Ethanol gemischt. Die präzipitierte DNA wurde durch 30 min Zentrifugation bei 
15000 g und 4 °C abzentrifugiert, mit eiskaltem 70 %-igem Ethanol gewaschen, 
luftgetrocknet und in TE-Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1 mM EDTA) gelöst. 
Zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration wurde die Extinktion bei 260 nm 
bestimmt. Die Extinktionsmessung einer wässrigen Nukleinsäurelösung erfolgte in 
einer 100 µl Mikroküvette aus Quarzglas, dabei wurden folgende Umrechnungs-
faktoren verwendet (Sambrook et al., 1989): 
Doppelstrang-DNA:  E260 = 1 entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml. 
Einzelstrang-DNA und RNA: E260 = 1 entspricht einer Konzentration von 40 µg/ml. 
Oligonukleotide:   E260 = 1 entspricht einer Konzentration von 33 µg/ml. 
Der Quotient E260/E280, der ein Maß für die Reinheit der DNA bzw. RNA ist, sollte 
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
6.2 Rekombinante DNA-Techniken 
Die Verwendung von Restriktions-Endonukleasen für die Restriktion von DNA 
erfolgte gemäß den Produktinformationen für die einzelnen Enzyme (Roche 
Diagnostics). Die notwendigen Pufferbedingungen wurden durch Zusatz von 1/10 
Volumenanteilen 10-fach konzentriertem Restriktionspuffer eingestellt. Die Reaktion 
wurde durch Zugabe der erforderlichen Menge an Enzym gestartet. Es wurden 
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Ansätze mit einem Volumen von insgesamt 25 µl (analytischer Maßstab) oder 50-
100 µl (präparativer Maßstab) und 10-30 U Enzym verwendet. Die Reaktions-
Ansätze wurden mindestens 2 h bei der vom Hersteller angegebenen optimalen 
Temperatur inkubiert. Zur Kontrolle der Reaktionen wurde ein Aliquot des Ansatzes 
mit 1/5 Volumenanteilen Gel-Ladepuffer (Promega, Mannheim) versetzt und einer 
Agarose-Gelelektrophorese unterzogen. 
Zur Dephosphorylierung gespaltener Plasmid-DNA wurde alkalische Phosphatase 
(Shrimp alkaline phosphatase, Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Alkalische 
Phosphatase katalysiert die hydrolytische Abspaltung der Phosphatgruppe von den 
5’-Enden der DNA. Da die Ligase nur 5’-Phosphat-Enden mit 3’-OH-Enden ver-
knüpfen kann, wurde durch Behandlung linearer Vektor-DNA mit alkalischer 
Phosphatase eine Rezirkularisierung des Vektoranteils bei der Ligationsreaktion 
vermieden (Sambrook et al., 1989). Hierdurch wurde der Anteil rekombinanter 
Plasmide im Ligationsansatz erhöht. Zur Dephosphorylierung der 5’-Stränge wurden 
die Plasmide mit 0,5 U alkalischer Phosphatase versetzt und 30-45 min bei 37 °C 
inkubiert. Um überhängende 5’-Enden eines DNA-Fragments aufzufüllen, wurde zu 
einem bereits mit einer Restriktions-Endonuklease verdauten 20 µl-Ansatz 2 µl 
Klenow-Fragment der DNA Polymerase I (Klenow-Polymerase, 2 U/µl) und 1 µl 
dNTP-Mix (Endkonzentration von dATP, dGTP, dCTP und dTTP im Ansatz betrug je 
0,5 mM) zugegeben. Anschließend wurde der Ansatz 30 min bei 37 °C inkubiert 
(Sambrook et al., 1989). Da die Anwesenheit von Enzymen und Puffersubstanzen 
z. B. DNA-Ligationen beeinträchtigen kann, wurde die DNA nach Behandlung mit 
Restriktions-Endonukleasen aus den Reaktions-Ansätzen mit dem MinElute Reaction 
Cleanup Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. 
Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde die Ligase des Bakteriophagen T4 nach 
Sambrook et al. (1989) bei 16 °C im Wasserbad über Nacht eingesetzt. Darüber 
hinaus wurden Ligationen bei Raumtemperatur mit dem Rapid DNA Ligation Kit 
(Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeführt, wobei die Ligationszeit auf 10 min 
verlängert wurde. Die verwendete Vektor-DNA wurde in einem Mengenverhältnis von 
1:2 bis 1:4 (Vektor : Insert) mit Insert-DNA gemischt, nachdem die DNA-Mengen 
beider Fragmente nach einer Gelelektrophorese anhand eines DNA-Standards 
abgeschätzt worden waren. 
 
MATERIAL UND METHODEN 
20 
6.3 Gelelektrophoresen zur Trennung von DNA- und RNA-Fragmenten 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Elektrophorese in Agarose-
gelen nach Sambrook et al. (1989), wobei Ultra-Pure Agarosepulver (GibcoBRL) ver-
wendet wurde. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumenanteilen Gelladepuffer 
(Promega, Mannheim) versetzt und auf die Gele aufgetragen. Zur Elektrophorese 
wurden Spannungen zwischen 17 und 100 Volt eingestellt. Als Standard dienten die 
DNA-Molekulargewichtsmarker 1 kb-DNA-Standard und 100 bp-DNA-Standard 
(Promega, Mannheim). Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele 
durch 10-minütige Inkubation in einer Lösung mit dem in die DNA interkalierenden 
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (0,5 mg/l) gefärbt, zur Reduktion der Hinter-
grundfluoreszenz danach 10 min in H2O inkubiert und unter UV-Licht mit einem 
ImageMaster VDS-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) photographiert. 
Die Reinheit isolierter RNA wurde durch RNA-Agarose-Gelelektrophorese in 
Formaldehyd-Agarosegelen untersucht. Die Herstellung der Gele und die 
Durchführung der Elektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Dazu wurde 
eine Agaroselösung aus 0,25 g Agarose, 5 ml 5 x MOPS, 15,75 ml DEPC-H2O 
aufgekocht, anschließend 4,25 ml Formaldehyd zugegeben und nach Abkühlen auf 
etwa 60 °C in eine Gelelektrophoresekammer gegossen. Die RNA-Proben wurden 
vor der Elektrophorese mit 5 x Ladepuffer (50 % Formamid, 20 % Formaldehyd, 
20 % 5 x MOPS, 10 % Farbstoff, 0,7 % Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml)) versetzt, 
10 min bei 95 °C und 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in 
1 x MOPS (40 mM MOPS, 10 mM Essigsäure, 2 mM EDTA in DEPC-Wasser gelöst, 
pH 7). Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht mit einem Image 
Master VDS-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) photographiert. 
 
6.4 Transformationstechniken  
Die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen für DNA-Transformationen erfolgte nach 
der RbCl2-Methode (Hanahan, 1985). Zur Transformation wurde ein Aliquot von 50 µl 
kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, mit 1 µl Plasmid-DNA oder 20 µl eines 
Ligationsansatzes versetzt, vorsichtig gemischt und 30-45 min auf Eis inkubiert. 
Anschließend wurde der Ansatz 90 s bei 42 °C im Wasserbad zur Induktion der 
Aufnahme der DNA in die Zellen inkubiert. Die Zellen wurden danach 2 min auf Eis 
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abgekühlt und zur Regeneration mit 500 µl SOC-Medium versetzt und 45 min bei 
37 °C inkubiert. Volumina von 100-300 µl wurden auf selektive LB-Platten ausplattiert 
und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 
Die Transformation von C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation mit an-
schließendem Hitzeschock nach Tauch et al. (2002). Zur Herstellung elektrokom-
petenter Zellen wurden 5 ml BHIS Medium mit einer Einzelkolonie von C. glutamicum 
von einer frischen Agarplatte beimpft und über Nacht bei 30 °C mit 170 rpm inkubiert. 
Mit 2 ml dieser Vorkultur wurden 100 ml BHIS Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben 
mit zwei seitlichen Schikanen beimpft und bei 30 °C mit 120 rpm inkubiert bis eine 
OD600 von 1,5 erreicht wurde. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet 
(3500 g, 15 min, 4 °C), zweimal in eiskaltem TG-Puffer (1 mM Tris/HCl pH 7,5; 10 % 
Glycerin (v/v)) und zweimal in 10 % Glycerin (v/v) gewaschen. Die Zellen wurden 
dann in 1 ml 10 % Glycerin (v/v) resuspendiert, in 100 μl Aliquots in flüssigen Stick-
stoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert. Zur Elektroporation wurden 100 μl der 
kompetenten Zellen mit bis zu 10 μg hochreiner und salzfreier Plasmid DNA in einer 
vorgekühlten Elektroporationsküvette (2 mm Spaltabstand, Gene Pulser Cuvette, 
Biorad, München) vermischt und mit 0,8 ml eiskaltem 10 % Glycerin (v/v) über-
schichtet. Die Elektroporation wurde mit einem Puls bei einer Spannung von 2500 V, 
einem Widerstand von 200 Ω und einer Kondensatorkapazität von 25 μF mit einem 
Gene Pulser Xcell (Biorad, München) durchgeführt (Tauch et al., 2002). Im An-
schluss erfolgte ein Hitzeschock, indem der Transformationsansatz 6 min in 4 ml 
BHIS Medium bei 46 °C inkubiert wurde. Vermutlich wird durch diese Hitzebe-
handlung die Restriktionsaktivität von C. glutamicum reduziert, so dass die Transfor-
mationseffizienz bei Verwendung heterologer DNA erhöht wurde (van der Rest et al., 
1999). Zur Regeneration und Ausprägung der plasmidkodierten Antibiotika-Resistenz 
wurden die Zellen für weitere 60 min bei 30 °C inkubiert und anschließend auf antibi-
otikahaltigen BHIS Agarplatten ausplattiert. 
 
6.5 Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde zur in vitro-
Amplifizierung von DNA-Fragmenten (Mullis und Faloona, 1987) sowie zur Kontrolle 
von Insertions- und Deletionsmutanten eingesetzt. Dazu wurden jeweils zwei Oligo-
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nukleotide eingesetzt, welche den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten. Die 
Anlagerungstemperatur der PCR-Primer lag zwischen 55-75 °C. Die Durchführung 
der PCR erfolgte in einem Thermocycler der Firma Biozym Diagnostics (Oldendorf) 
durch mindestens 30 sich wiederholende Zyklen aus DNA-Denaturierung bei 94 °C, 
Anlagerung der Oligonukleotide (annealing) bei 50-64 °C und DNA-Kettenver-
längerung (Elongation) mittels thermostabiler Taq-Polymerase bei 72 °C (Tindall und 
Kunkel, 1988). Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, die für weitere 
Klonierungen verwendet wurden, erfolgte mit dem Expand High Fidelity Kit (Roche), 
der ein Gemisch aus Taq-Polymerase und der fehlerkorrigierenden Pwo-Polymerase 
(Barnes, 1994) enthält. Die optimale Anlagerungstemperatur (Ta) für die PCR wurde 
entweder vom Hersteller der Oligonukleotide angegeben oder aus der Basen-
zusammensetzung berechnet (Sambrook et al., 1989), wobei nur der Bereich des 
Oligonukleotides berücksichtigt wurde, der bereits im ersten Zyklus an die DNA-
Matrize anlagert (Ta = (4 x [G+C] + 2 x [A+T]) - 4). Die Elongationszeit wurde je nach 
Größe des zu amplifizierenden Fragments variiert, wobei routinemäßig 1 min pro 
1000 Basen berechnet wurde. Als DNA-Matrize wurde chromosomale DNA sowie 
Plasmid-DNA eingesetzt, aber auch DNA aus aufgeschlossenen Zellen. Dabei wurde 
eine Kolonie in 50 µl Wasser mittels Vortex (Bender & Hobein, Zürich, Schweiz) re-
suspendiert. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Inkubation bei 95 °C für 
10 min. Anschließend wurden 5 µl dieser Suspension als DNA-Matrize zur PCR ein-
gesetzt. Aliquots der PCR-Ansätze wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese 
analysiert. Zur Aufreinigung von PCR-Fragmenten nach Gelelektrophorese wurde 
das QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) genutzt. Alternativ wurden die DNA-
Fragmente direkt mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt, 
wenn in der Gelkontrolle keine unspezifischen Nebenprodukte nachweisbar waren. 
 
6.6 Konstruktion von Deletionsmutanten 
Deletionsmutanten von C. glutamicum wurden durch eine Kombination von cross-
over-PCR (Link et al., 1997) mit dem Vektor pK19mobsacB (Schäfer et al., 1994) 
konstruiert. Für die crossover-PCR wurden zunächst zwei etwa 500 bp große PCR-
Produkte hergestellt, die den 5'-flankierenden und 3’-flankierenden Bereich des zu 
deletierenden Genbereiches umfassten. Die äußeren Primer (jeweils mit A und D be-
zeichnet) enthielten eine Restriktionsschnittstelle, die für die Klonierung in 
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pK19mobsacB genutzt wurde. Die inneren Primer jeweils mit B und C bezeichnet 
enthielten eine 21 bp lange komplementäre Sequenz an ihrem 5'-Ende. Die beiden 
PCR-Produkte wurden gereinigt und in einer anschließenden crossover-PCR mit den 
äußeren Primern als Matrize eingesetzt. Dabei konnten die beiden Fragmente über 
die 21 bp-Sequenzen miteinander hybridisieren und verlängert werden, so dass ein 
Fusionsprodukt mit der gewünschten Deletion entstand. Das Fusionsprodukt wurde 
restringiert und über die terminalen Schnittstellen in den entsprechend restringierten 
pK19mobsacB-Vektor kloniert. Dieser Vektor ist mobilisierbar (enthält einen „origin of 
transfer“, oriT) und kann in C. glutamicum nicht replizieren (Schäfer et al., 1994). Die 
durch PCR erhaltenen Fragmente wurden durch Sequenzierung überprüft, fehlerfreie 
Plasmide mittels Elektroporation in C. glutamicum eingebracht und auf Kanamycin-
Resistenz selektioniert. Da pK19mobsacB und seine Derivate nicht in C. glutamicum 
replizieren, sollte in Kanamycin-resistenten Klonen das Plasmid über homologe 
Rekombination im Bereich des Deletionskonstruktes in das Chromosom integriert 
worden sein. Um auf ein zweites Rekombinationsereignis zu selektionieren, wurden 
Kanamycin-resistente Klone für 12 h in BHI-Medium kultiviert und auf BHIS-Platten 
mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert. Das sacB-Gen kodiert für das Exoenzym 
Levansucrase, welches Saccharose in Glucose und das Fructose-Polymer Levan 
umsetzt (Bramucci und Nagarajan, 1996). Dieses Polymer verhindert das Wachstum 
vieler Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien, wie z. B. E. coli oder 
C. glutamicum. Deshalb sollte bei Saccharose-resistenten Klonen das Plasmid durch 
ein zweites Rekombinationsereignis aus dem Chromosom entfernt worden sein, 
wobei entweder die Wildtyp-Situation wiederhergestellt oder die gewünschte Deletion 
erzeugt wurde. Klone, die sowohl Saccharose-resistent als auch Kanamycin-sensitiv 
waren, wurden mittels PCR-Analysen unter Verwendung von außerhalb des 
Deletionskonstruktes liegenden Primern (siehe Tab. 3) überprüft. 
Integrationsmutanten wurden erzeugt, indem ein internes Fragment des zu unter-
brechenden Genes in den Vektor pK18mob kloniert wurde. Auch dieser Vektor ist in 
C. glutamicum nicht replizierbar. Nach Einbringen des Plasmids in C. glutamicum 
durch Elektroporation konnten durch Selektion auf Kanamycin-Resistenz Insertions-
stämme isoliert werden. 
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6.7 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen 
Klonierte DNA wurde durch das Qiaprep Spin Miniprep Kit oder das Qiagen Plasmid 
Midi Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und bei der Firma Agowa (Berlin) mit Hilfe von 
Universalprimern sequenziert. Zum Bearbeiten der erhaltenen Sequenzen, Erstellen 
von Vektorkarten sowie zur Analyse von offenen Leserahmen wurde das Programm 
Clone Manager für Windows (Version 5.02, Scientific & Educational Software) 
genutzt. Datenbankvergleiche zur Suche nach DNA- und Proteinsequenzen mit 
Homologien zu den in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen erfolgten mit Hilfe der 
Programme BLASTX, BLASTN und BLASTP (Altschul et al., 1997) und den am 
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Washington, USA) zur 
Verfügung stehenden Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Zur weiteren 
Untersuchung der abgeleiteten Aminosäuresequenzen wurde das Programmpaket 
DNA-STAR für Windows (Lasergene, Madison, USA) verwendet. Zum Vergleich 
mehrerer Proteinsequenzen wurden Sequenzalignments mit einem Programm des 
Baylor College of Medicine (Houston, Texas; http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/) 
erstellt und unter Zuhilfenahme des BOXSHADE-Programms von K. Hoffmann und 
M. D. Baron identische und ähnliche Aminosäuren markiert. Um anhand von 
Genomsequenzen zu ermitteln, welche Stoffwechselwege in bestimmten Bakterien 
möglich sind, wurde die Datenbank KEGG, Metabolic pathways verwendet 
(http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). Eine weitere Datenbank, die zur 
Untersuchung von DNA- und Proteinsequenzen sowie von Funktionen von Proteinen 
und Stoffwechselwegen eingesetzt wurde, war die ERGO Genomic database 
(Integrated Genomics, Chicago, http://ergo.integratedgenomics.com/ERGO/). 
 
6.8 Transkriptionsstartpunkt-Bestimmung 
Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts eines Gens wurden Primer-
Extension-Versuche durchgeführt. Zunächst wurden 10-20 pg Gesamt-RNA von 
C. glutamicum mit 2 pmol eines IRD800-markierten Oligonukleotids hybridisiert, 
wobei die Oligonukleotide so gewählt wurden, dass sie unmittelbar stromabwärts des 
Translationsstartpunkts des entsprechenden Gens binden (Engels et al., 2004; 
Engels et al., 2005). Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 10 µl mit 2 µl 
5 x Annealing-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,9, 1,25 mM KCI) zunächst für 5 min auf 
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65 °C erhitzt, um RNA-Sekundärstrukturen zu denaturieren und dann zur Anlagerung 
der Oligonukleotide langsam (0,5 °C/2 min) im Thermocycler auf 42 °C abgekühlt. 
Die Synthese des komplementären cDNA-Strangs wurde nach Engels et al. (2004) 
durchgeführt. Direkt vor dem Auftragen auf das Gel wurde die cDNA 5 min bei 70 °C 
inkubiert und 1 µl der Reaktion dann mittels denaturierender PAGE analysiert. Zur 
Bestimmung der Länge des Primer-Extension-Produkts und damit des 
Transkriptionsstarts wurde eine DNA-Sequenzierungsreaktion mit dem gleichen 
markierten Primer durchgeführt, der auch für die Primer-Extension-Reaktion einge-
setzt wurde. Die vier Sequenzierungsreaktionen wurden neben dem Primer-
Extension-Produkt auf dem Gel aufgetrennt. Als Matrize für die DNA-Sequenzierung 
diente ein geeignetes PCR-Produkt. 
Die DNA-Sequenzierung, die als Größenstandards bei Primer-Extension-Analysen 
benötigt wurden, erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) mit 
dem Thermosequenase-Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) und dem LI-COR 
4200 DNA-Sequenziergerät (MWG Biotech, Essenberg) nach den Angaben der 
Hersteller. Die verwendeten Oligonukleotide waren am 5'-Ende zur Detektion der 
Sequenzierungsprodukte mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800 (λEX max 795 nm, λEM 
max 819 nm) markiert. Für die Sequenzierungsreaktion wurde zunächst ein 
DNA/Oligonukleotid-Prämix aus 130 ng/kb DNA, 2 pmol Primer und 4,1 % (v/v) 
DMSO in einem Gesamtvolumen von 17 µl erstellt. Je 4 µl dieses Prämixes wurden 
mit je 1 µl ddATP-, ddCTP-, ddGTP- oder ddTTP-Terminationsgemisch 
(Thermosequenase-Kit) versetzt. Bei der PCR-Reaktion erfolgte die Anlagerung der 
Primer 30 s bei 57 °C, die Kettenverlängerung für 1 min bei 70 °C und die 
Denaturierung bei 95 °C. Die Sequenzierungsreaktionen wurden mit je 2,5 µl 
Formamid-Ladepuffer (Thermosequenase-Kit) versetzt, 5 min bei 70 °C denaturiert 
und zur Erhaltung der Einzelstränge auf Eis abgekühlt. Je 1,2 µl der Proben wurden 
auf das Sequenziergel (21 g Harnstoff (Amersham Biosciences, Freiburg), 5,0 ml 10 
x TBE (890 mM Tris-HCI, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA), 4,6 ml Long Ranger 
Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung (Biozym, Hess. Oldendorf), 0,5 ml DMSO, 32 ml H20, 
50 µl TEMED, 350 µl 10 % (w/v) APS) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 
2200 V, 37 mA, 50 W und 45 °C mit 1 x TBE als Elektrophoresepuffer durchgeführt. 
Die Aufzeichnung und Analyse der Sequenzdaten erfolgten mit den erworbenen 
Software-Paketen Data Collection Modell 4200 Single Dye DEV7 und Image Analysis 
Version 4.1 von MWG Biotech (Ebersberg). 
MATERIAL UND METHODEN 
7. Biochemische Methoden 
7.1 Messung von Enzymaktivitäten 
Für die Enzymtests zur Messung der Serinhydroxymethyltransferase-(SHMT)-
Aktivität wurden C. glutamicum-Zellen aus 70 ml CgXII-Minimalmedium durch 
Zentrifugation geerntet (10 min, 4500 rpm, 4 °C). Die Zellen wurden jeweils einmal 
mit dem im Enzymtest verwendeten Puffer gewaschen und in demselben Puffer 
resuspendiert, so dass das Endvolumen 5 ml betrug. Diese Zellsuspension wurde 
zur Stabilisierung der SHMT zusätzlich mit Pyridoxal-5’-phosphat (PLP, Co-Faktor 
der SHMT, Endkonzentration 20 µM) und Dithiothreitol (DTT, Endkonzentration 
1 mM) versetzt. DTT ist ein reduzierendes Agens, das bei Protein-Isolierungen oder 
anderen biochemischen Vorgängen hauptsächlich zum Schutz von Proteinen mit 
freien SH-Gruppen gegenüber Oxidation eingesetzt wird. DTT besitzt aufgrund 
seines niedrigen Redox-Potentials (-0,33 Volt bei pH 7) die Fähigkeit, freie 
SH-Gruppen im reduzierten Zustand zu halten, sowie Disulfidbrücken quantitativ zu 
reduzieren (Cleland, 1964; Stevens et al., 1983). 
Die Zellen wurden in ein vorgekühltes 10 ml-Glashörnchen überführt und der Zell-
aufschluß bei 0 °C durch einen Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-250, 
Branson Sonic Power Company, Danbury, USA) bei einer Beschalldauer von 6 min, 
einer Pulslänge 100 % und einer Beschallintensität von 2,5 durchgeführt. Nach der 
Ultraschallbehandlung wurden die Zelltrümmer durch Zentrifugation (30 min, 
13000 rpm, 4 °C, Hereaus Biofuge fresco, Hereaus GmbH & Co. KG, Hanau) 
abgetrennt. Der Überstand wurde als zellfreier Rohextrakt direkt zur Bestimmung der 
Enzymaktivitäten eingesetzt. 
 
Die SHMT katalysiert die folgende Reaktion: 
L-Serin + THF Glycin + 5,10-Methylen-THF 
 
Die Bestimmung der SHMT-Aktivität erfolgte nach Simic et al. (2002), wobei das in 
der Reaktion gebildete Glycin mittels reversed phase HPLC quantifiziert wurde. Der 
Reaktionsansatz enthielt 60 mM HEPES/NaOH-Puffer (pH 7,0), 0,2 mM PLP, 
0,9 mM THF (in 0,1 %-iger (w/v) DTT-Lösung), 20 mM L-Serin und 200 µl 
Rohextrakt. Die Reaktion wurde nach 5-minütiger Vorinkubation bei 37 °C durch 
26 
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Zugabe des Substrats (vorgewärmt auf 37 °C) gestartet. Der Reaktionansatz wurde 
2 min inkubiert, da eine lineare Zunahme der Glycin-Bildung nur über diesen Zeit-
raum messbar war. Jeweils 500 µl des Reaktionsansatzes wurden daher nach 0 und 
2 min durch Zugabe von 125 µl 25 %iger (w/v) TCA-Lösung gestoppt. Durch Inkuba-
tion auf Eis für 15 min und nachfolgender Zentrifugation (15 min, 13000 rpm, 4 °C) 
wurden die in der Lösung befindlichen Proteine abgetrennt. 480 µl des Überstandes 
wurden mit 40 µl Neutralisierungspuffer (31,8 g K2CO3 in 100 ml Tris/HCl (20 mM, pH 
8,0)) neutralisiert. In dieser Lösung wurde Glycin durch reversed phase HPLC 
quantifiziert. Zur Kontrolle wurde der Enzymtest parallel ohne Zugabe von Rohextrakt 
durchgeführt. 
 
7.2 Proteinreinigung und Proteinbestimmung 
Für den French-Press-Aufschluss von E. coli-Zellen zur Aufreinigung von Proteinen 
wurden diese in der exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation (10 min, 
5200 g, 4 °C) geerntet, einmal mit HEPES-Puffer (HEPES 50 mM, pH 8,0, 10 % 
Glycerin) gewaschen, in 4 ml Aufschlusspuffer (HEPES 50 mM, pH 8,0, 10 % 
Glycerin, 10 mg/ml Lysozym/g Feuchtgewicht) resuspendiert und 45 min bei 37 °C 
und 120 rpm inkubiert. Anschließend wurden der Zellsuspension eine Spatelspitze 
DNase I und ein Protease-Inhibitor-Cocktail (Complete Mini EDTA-free, Roche 
Diagnostics, Mannheim) in der vom Hersteller angegeben Konzentration zugegeben. 
Der Aufschluss erfolgte in einer auf 4 °C vorgekühlten French-Press-Zelle (SLM 
AMINCO Spectronic Instruments) bei 207 MPa. Die Effizienz des Aufschlusses nach 
5 Passagen wurde mikroskopisch kontrolliert. Anschließend wurden intakte Zellen 
sowie Zelltrümmer durch Zentrifugation (15 min, 15000 g, 4 °C) abgetrennt. Danach 
erfolgte eine Ultrazentrifugation des zellfreien Überstandes (90 min, 40000 g, 4 °C), 
die zur Abtrennung der Membranfraktion führte. Bis zur weiteren Verwendung wurde 
der Überstand auf Eis gelagert. 
Die Aufreinigung von Proteinen die einen N-terminalen Histidin-Tag enthielten, er-
folgte über Nickel-Chelat-Affinitätschromatographie (Porath et al., 1975). Vier der ins-
gesamt sechs Koordinationsstellen des Nickel-Ions werden von NTA (Nitrilotriacetic-
Acid-Agarose) belegt, das auf diese Weise die Nickelionen in der Agarose festhält. 
Über die verbliebenen zwei Koordinationsstellen können His-Tags der Proteine ge-
bunden werden. 4 - 5 ml Rohextrakt (ultrazentrifugiert) wurde auf die Säule pipettiert 
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und die gebundenen Proteine wurden in der Reihenfolge ihrer Bindungsstärke durch 
Zugabe von jeweils 10 ml unterschiedlicher TNI-Puffer (50, 100, 200 und 400 mM 
Imidazol) eluiert und in 1 ml Aliquots aufgefangen (Engels et al., 2004). Die eluierten 
Fraktionen wurden qualitativ auf ihren Proteingehalt untersucht, indem je 20 µl des 
Eluats mit jeweils 100 µl Coomassie Protein Reagent (Pierce Europe BV, Nieder-
lande) gemischt wurden. Die Blaufärbung der Lösung zeigte an, ob die Fraktion 
Protein enthielt oder nicht. Eluatfraktionen mit Protein wurden daraufhin durch SDS-
PAGE überprüft. 
Der Expressionsvektor pET16-b der Firma Novagen trägt eine Sequenz für einen N-
terminalen His-Tag gefolgt von einer Restriktions-Erkennungssequenz für den Blut-
gerinnungsfaktor Xa. Die Faktor Xa Protease ist in der Lage, während der Blut-
gerinnung Prothrombin in aktives Thrombin zu spalten (Eisenberg et al., 1993; 
Esmon et al., 1974) und kann verwendet werden, um His-Tags welche mit dem 
Vektor pET16-b mit einem Zielprotein fusioniert wurden, abzuspalten. Danach erfolgt 
eine Abtrennung von Faktor Xa aus dem Reaktionsansatz. Dies wurde mit dem 
Factor Xa Cleavage Capture Kit (Novagen) nach Angaben des Herstellers 
durchgeführt. Die Umpufferung von Proteinen für Gelretardations-Experimente in 
Band Shift Puffer erfolgte mittels Gelfiltration mit Sephadex G-25 (PD-10-Säulen, 
Pharmacia). Nach dem Äquilibrieren der PD-10-Säule mit 25 ml des gewünschten 
Puffers, wurde 1 ml Proteinlösung auf die Säule aufgetragen. Anschließend wurde 
das Protein mit 10 x 0,5 ml des gewünschten Puffers eluiert. Die proteinhaltigen 
Fraktionen wurden vereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. 
Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford mit dem Bio-Rad 
Protein Assay (Bio-Rad, München) bestimmt (Bradford, 1976). Das Prinzip beruht auf 
der Bindung des Säurefarbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 an aromatische 
und basische Aminosäurereste, insbesondere Arginin. Durch Komplexbildung 
zwischen Farbstoff und Protein kommt es zu einer Stabilisierung des Farbstoffes in 
seiner unprotonierten, anionischen Sulfonat-Form, was im sauren Milieu zu einer 
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 zu 595 nm führt. 200 µl der Bio-
Rad Stammlösung wurden mit 800 µl einer verdünnten Proteinlösung versetzt, 
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend die Absorption bei 595 nm 
gemessen. Als Standard diente Rinderserumalbumin. Die Messungen erfolgten in 
einem Spektrophotometer (Ultrospec 3300 pro, Amersham Pharmacia Biotech, 
Freiburg). 
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7.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Zur Darstellung von Proteinmustern und zur Überprüfung der Aufreinigung von 
Proteinen wurden diese unter denaturierenden Bedingungen mittels des NuPAGE®-
Systems (Invitrogen, Groningen) analysiert. Die Auftrennung erfolgte in 10 %igen 
Bis-Tris Polyacrylamidgelen, wobei zur Probenvorbereitung ein vom Hersteller mitge-
lieferter Lithium-Dodecylsulfathaltiger (LDS) Gel-Ladepuffer verwendet wurde. Als 
Laufpuffer wurde ein MES-haltiger (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure) SDS-Puffer 
verwendet (50 mM MES, 50 mM Tris, 1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,3). Zur Größen-
abschätzung wurde der vorgefärbte Standard See BlueTM (14-200 kDa) von Invitro-
gen (Groningen) verwendet. Die Proteine wurden mit Hilfe eines kolloidalen Coo-
massie-Farbstoffes (GelCode® Blue Stain Reagent, Pierce Europe BV, Niederlande) 
für 2-12 h direkt angefärbt und der überschüssige Farbstoff durch dreimaliges 
Waschen jeweils 20 min in H2O entfernt. 
 
7.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie 
Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde nach Schaffer et al. (2001) durch-
geführt. Für Peptidmassen-Analysen wurden die Proteinbanden von Coomassie-
gefärbten oder Silber-gefärbten SDS-Polyacrylamidgelen mit einem Skalpell heraus-
geschnitten, zerkleinert und die Proteine im Gel mit Trypsin verdaut (Fountoulakis 
und Langen, 1997). Die Elution und Analyse der Peptide erfolgte nach Schaffer et al. 
(2001). Eine externe Kalibrierung erfolgte für jede Probe mit Hilfe der Calibration 
Mixtures 1 und 2 des Sequazyme Peptide Mass Standard Kit (Applied Biosystems, 
Weiterstadt), die unmittelbar neben dem Probenspot aufgetragen wurden. Die 
Analyse der Proben erfolgte in einer Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation 
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Zur Steuerung des Geräts und zur Datenanalyse 
wurden die Voyager Control Panel Software 5.0 und die Voyager Data Explorer 
Software 3.5 (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Um mit den erhaltenen 
Peptidmassen die dazugehörigen Proteine zu identifizieren, wurde eine lokale 
Datenbank mit 3312 C. glutamicum-Proteinen (Degussa) und die GPMAW-Software 
4.0 (Lighthouse Data, Odense, Dänemark) oder das MS-Fit-Programm (Clauser et 
al., 1999) verwendet. 
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7.5 Enzymatische Glucosebestimmung 
Für die Bestimmung von Restglucose in Kulturüberständen wurde D-Glucose in 
einem gekoppelten enzymatischen Test durch Hexokinase mit ATP zu Glucose-6-
phosphat (G-6-P) und dieses durch die G-6-P-Dehydrogenase von 
Leuconostoc mesenteroides (Roche Diagnostics, Mannheim) mit NAD+ zu 6-
Phospho-D-glucono-8-lacton umgesetzt. (Bergmeyer et al., 1974). Die gebildete 
Menge an NADH wurde photometrisch bei 340 nm (ε= 6,3 mM-1 cm-1) mit einem 
Mikrotiterplatten-Photometer (ThermoMax microplate reader, MWG, Ebersberg) ge-
messen und war der umgesetzten Glucosemenge direkt proportional. Das Protokoll 
wurde für einen 300-µl-Mikrotiterplattenansatz angepasst. Es wurden dabei folgende 
Lösungen verwendet: 50 mM Tris-Maleat-Puffer (TMP, 12,1 g/I Tris, 11,6 g/I Malein-
säure, der pH-Wert wurde mit konzentrierter Natronlauge auf pH 6,8 eingestellt), 
100 mM MgCl2-Lösung in TMP, NAD+/ATP-Mix (1,2 mM NAD+, 1,2 mM ATP, 4,2 mM 
MgCl2 in TMP). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels einer Eichgerade aus 
jeweils acht Glucosestandards (0,1-2,5 mM), die für jede Mikrotiterplatten-Messung 
neu erstellt wurde. 
 
7.6 Promotorstärken-Bestimmung 
Zur Konstruktion und Charakterisierung transkriptioneller Fusionen mit dem Chlor-
amphenicol-Acetyltransferase (CAT) Reporter-Gen cat wurde der autonom 
replizierende Shuttlevektor (E. coli - C. glutamicum) pET2 verwendet (Vašicová et al., 
1998), der zur Analyse von Promotor-Aktivitäten in C. glutamicum eingesetzt werden 
kann. Die transkriptionelle Aktivität von spezifischen Promotoren kann durch 
Messung der CAT-Aktivität untersucht werden (Vašicová et al., 1998; Pátek et al., 
1996, 2003). Die Promotoren von glyA und pabAB aus C. glutamicum wurden in den 
Vektor pET2 kloniert. Die resultierenden Plasmide pET2-glyA und pET2-pabAB 
sowie das Leerplasmid pET2 wurden in die zu untersuchenden C. glutamicum-
Stämme eingebracht. Die CAT-Aktivität und somit die Expression des cat-
Reportergens kontrolliert durch den vorangeschalteten zu untersuchenden Promotor, 
wurde durch photometrische Messung der CAT-Aktivität untersucht. Dazu wurden 
die Zellen mit 25 ml KPP-Puffer (900 ml 0,5 M K2HPO4 (pH=9,2), 100 ml 0,5M 
KH2PO4 (pH=4,3), Gesamt-pH auf 7,8 eingestellt) gewaschen und in 1 ml KPP-Puffer 
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resuspendiert. Der Zellaufschluß erfolgte anschließend mittels Ultraschall. Danach 
wurden die intakten Zellen sowie Zelltrümmer durch Zentrifugation abgetrennt 
(20 min, 13000 g, 4 °C) und der erhaltene Rohextrakt bis zur Bestimmung der CAT-
Aktivität auf Eis gelagert. Die CAT-Aktivität wurde photometrisch mit einem 
Spektrophotometer (Ultrospec 3300 pro, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) 
bei 412 nm und 37 °C bestimmt. Die Chloramphenicol-Acetyltransferase katalysiert 
dabei die Acetylierung von Chloramphenicol (Reaktion: Chloramphenicol + Acetyl-S-
CoA ? Chloramphenicol-3-Acetat + HS-CoA). Das reduzierte CoA reagiert mit 5,5’-
Dithionitrobenzoesäure (DTNB) zu Disulfid-CoA und Thionitrobenzoesäure sowie 
einem molaren Äquivalent an freiem 5-Thio-2-Nitrobenzoat (Shaw, 1975). Letzteres 
besitzt bei 412 nm einen molaren Extinktionskoeffizienten von 13,6 mM-1 und kann 
photometrisch bestimmt werden. Nach Vorwärmen der Proben auf 37 °C (ca. 5 min) 
wurde die Messung durch Zugabe von 50 µl Chloramphenicol (5 mM in Ethanol) 
gestartet (Vašicová et al., 1998). 
Zur Bestimmung von MICs (minimum inibitory concentrations) wurden Spot-Tests 
durchgeführt. Dazu wurden C. glutamicum Wildtyp-Stämme, die den pET2-Vektor mit 
und ohne Insert (= Negativ-Kontrolle) enthielten, über Nacht in 5 ml BHIKan50 ange-
zogen. Von diesen Übernachtkulturen wurden je 10 µl auf 2xYTKan50-Platten mit 
steigenden Chloramphenicol-Konzentrationen (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 µg/ml) 
getropft und bei 30 °C inkubiert. Nach 24 Stunden und 48 Stunden wurde das 
Wachstum überprüft. 
 
8. Identifizierung und Quantifizierung von Aminosäuren 
Zur Bestimmung der extrazellulären Aminosäurekonzentrationen wurden von der 
jeweiligen Kultur zum entsprechenden Zeitpunkt 500-1000 µl Proben entnommen 
und die darin enthaltenen Zellen abzentrifugiert (5 min, 5200 g). Der Überstand 
wurde anschließend über einen 0,2 µm Filter (SPARTAN 13/0,2, Schleicher & 
Schuell, Dassel) gegeben und zur Analyse eingesetzt. Die Quantifizierung der 
Aminosäuren erfolgte mit Hilfe der reversed phase High Performance Liquid 
Chromatography (RP-HPLC) nach Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (Lindroth 
und Mopper, 1979). Diese Reaktion erfolgte in einer automatischen 
Vorsäulenderivatisierung, wobei je 2,5 µl Probenlösung mit 20 µl o-Phthal-
dialdehyd/Mercaptoethanol-Lösung (Pierce Europe BV, Niederlande) gemischt und 
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eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die dabei entstehenden 
fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindole (Jones und Gilligan, 1983) wurden 
anschließend über eine RP-HPLC Säule (LiChrospher 100 RP18 5 µm, 125 x 4 mm) 
mit vorgeschalteter Vorsäule (Multohyp 5 µm, 40 x 4 mm, CS-Chromatographie 
Service GmbH, Langerwehe) durch einen Gradienten mit zunehmender Methanol-
konzentration aufgetrennt (Flussrate: 0,8 ml/min). Als polares Laufmittel diente 0,1 M 
Natriumacetat (pH 7,2). Die Detektion der fluoreszierenden Derivate erfolgte bei 
einer Anregungswellenlänge von 230 nm und einer Emissionswellenlänge von 
450 nm. Zur säulenchromatographischen Auftrennung und Detektion wurde ein 
HPLC-Gerät vom Typ HP1100 (Hewlett Packard, Waldbronn) mit angeschlossenem 
Fluoreszenzdetektor (G1321A) verwendet. Die Systemsteuerung und Daten-
auswertung erfolgte mit dem Programm HP Chemstation (Hewlett Packard, 
Waldbronn). Die Aminosäurekonzentration der analysierten Probe wurde über einen 
Vergleich mit einem externen Standard und Asparagin als zusätzlichem internem 
Standard berechnet. 
 
9. Analyse von DNA-Protein-Interaktionen 
9.1 Affinitätsreinigung über Dynabeads 
Zur Identifikation von DNA-bindenden Proteinen, die mit den Promotorregionen be-
stimmter Gene interagieren, wurden die Ziel-DNA-Sequenzen über Biotin an 
Streptavidin-beschichtete paramagnetische Beads gebunden und eine Affinitäts-
reinigung durchgeführt (Krug et al., 2005). Dynabeads® M-280 Streptavidin (Dynal A. 
S., Oslo) sind supramagnetische Mikrokugeln, die mit aufgereinigtem Streptavidin, 
welches Biotin mit hoher Affinität (KD = 10-15) bindet, kovalent verknüpft sind. Der 
Zielpromotor (glyA) wurde durch PCR mit den entsprechenden Primern biotinyliert. 
Zunächst wurde eine PCR mit unmarkierten Primern zur Amplifikation der Ziel-
promotors durchgeführt. Dazu wurde der im 3’-Bereich bindende Primer (Reverse-
Primer) so gewählt, dass er neben der kodierenden Sequenz auch eine 23 bp lange 
komplementäre Sequenz zu dem Primer glyA-Fish-rev-Bio (siehe Tab. 3) enthielt. 
Das resultierend PCR-Produkt wurde dann als Template in eine zweite PCR mit dem 
am 5’-Ende biotinylierten Primer glyA-Fish-rev-Bio eingesetzt. Die Bindungskapazität 
der Dynabeads® M-280 Streptavidin liegt bei ca. 40 bis 50 pmol eines 300 bp langen 
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DNA-Fragmentes pro mg Beads. Bei größeren Fragmenten ist die Bindungskapazität 
aufgrund der sterischen Behinderung reduziert. Die Beads liegen in Phosphatpuffer 
mit einer Konzentration von 10 mg Dynabeads pro ml vor. Es wurden jeweils 
220 pmol biotinyliertes Promotorfragment (1 µg eines 1 kB langen DNA-Fragmentes 
entspricht 1,52 pmol) an 0,5 ml Dynabeads® M-280 Streptavidin gebunden. 
Vor der Kopplung der DNA-Fragmente wurden die Dynabeads zunächst mit einem 
Ausgangsvolumen B + W-Puffer (10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 2 M NaCl) gewaschen. 
Dies erfolgte durch Sedimentation in einem Dynal MPC-1 Magnethalter und an-
schließende Resuspension bei Raumtemperatur. Auch alle nachfolgenden Wasch-
schritte und die Proteinbindung erfolgten auf diese Weise. Die Dynabeads wurden 
nach einem zweiten Waschschritt in dem gleichen Volumen wie das DNA-Fragment 
in B + W-Puffer resuspendiert, mit dem DNA-Fragment versetzt und eine Stunde bei 
Raumtemperatur geschüttelt, wobei die Umdrehungszahl so gewählt wurde, dass die 
Dynabeads nicht sedimentierten. Bei einem Gesamtvolumen größer 1 ml wurde der 
Ansatz in einem 15 ml Falcon inkubiert. Anschließend wurden der Ansatz 
schrittweise in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, gefolgt von drei Waschschritten mit 
jeweils einem Ausgangsvolumen (bezogen auf die eingesetzte Menge Dynabeads® 
M-280 Streptavidin) B + W-Puffer. Zur Lagerung bzw. bei Verwendung zur 
eigentlichen Affinitätsreinigung wurden die mit den DNA-Fragmenten beladenen 
Dynabeads® M-280 Streptavidin in einem Ausgangsvolumen TGED-Puffer (20 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM DTT (frisch zugesetzt), 
0,01 % (v/v) Triton X-100, 100 mM NaCl) resuspendiert. 
Für die Proteinbindung wurden die C. glutamicum-Proteinextrakte aus 800 ml Kultur 
mit 500 µg chromosomaler DNA und den DNA-beladenen Dynabeads in einem 50 ml 
Falcon gemischt und 45 min bei Raumtemperatur unter Schütteln inkubiert. Danach 
wurde der Ansatz schrittweise in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt, einmal mit 
TGED, zweimal mit TGED mit jeweils 400 µg chromosomaler C. glutamicum-DNA 
und ein weiteres Mal mit TGED gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden dann 
in zwei Schritten mit jeweils 350 µl Elutionspuffer (TGED-Puffer mit 2 M NaCl) eluiert. 
Die Eluate wurden vereinigt, mit Microcon-3 Mikrokonzentratoren (Millipore, Bedford) 
auf 50 µl aufkonzentriert, mit 500 µl H2O versetzt und nochmals auf 50 µl auf-
konzentriert. 10 µl der konzentrierten Eluate wurden mittels SDS-PAGE und Silber-
färbung analysiert. Zur Regeneration der DNA-beladenen Dynabeads wurden diese 
zunächst zweimal mit Elutionspuffer und anschließend dreimal mit B + W-Puffer 
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gewaschen. Nach Resuspension der Dynabeads in TGED-Puffer können die DNA-
beladenen Dynabeads bei 4 °C gelagert werden. 
 
9.2 Gelretardation 
Als Nachweis der Bindung von ArsR und RamB an die Promotorregion des glyA-
Gens und zur Identifizierung eines möglichen Effektors von ArsR wurden Gel-
retardations-Experimente durchgeführt (Krug et al., 2005). Aufgrund der Bindung des 
Proteins an die DNA ändert sich deren Laufverhalten in der Gelelektrophorese 
aufgrund der veränderten Masse und Ladung. Hierfür wurde frisch aufgereinigtes 
ArsR- und RamB-Protein für 20 min bei Raumtemperatur in 2 µl Bindepuffer (100 mM 
Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 5 mM DTT (frisch zugesetzt), 
0,05 % (v/v) Triton X-100, 500 mM NaCI) und 1 µl Salzlösung (100 mM MgCl2, 
50 mM CaCl2) inkubiert (Gesamtvolumen 20 µl - Volumen der DNA). Anschließend 
wurde dem Ansatz noch eine entsprechende Menge DNA (mindestens 50 ng) 
zugegeben und für weitere 20 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Ansätze 
mittels DNA-Agarose-Gelelektrophorese bei 4 °C analysiert. Hierbei wurde für 4-5 h 
eine Spannung von 75 V angelegt. 
 
10. Genexpressionsanalysen 
Genexpressionsanalysen wurden nach Lange et al. (2003) durchgeführt. Zur 
Isolierung von Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurde das RNeasy Mini-Kit (Qiagen, 
Hilden) verwendet. Dabei wurden ca. 25 ml einer C. glutamicum-Kultur in 
vorgekühlte, mit 25 g Eis beladene 50-ml Falcon-Gefäße gefüllt und abzentrifugiert 
(5 min, 4200 g, 4 °C). Das Zellpellet wurde entweder direkt zur RNA-Präparation 
(Lange et al., 2003) eingesetzt oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis 
zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert. Die Reinheit (E260/E280, i. d. R. 1,7-2,0) 
wurde darüber hinaus durch Agarose-Gelelektrophorese überprüft. Die Lagerung von 
präparierter RNA erfolgte bei -20 °C. Für den Vergleich genomweiter Gen-
expressionsmuster wurden Cy3- und Cy5-fluoreszenzmarkierte cDNA-Sonden von 
gleichen Mengen der zu vergleichenden RNA-Proben (20-25 µg) synthetisiert 
(Wendisch et al., 2001). Die cDNA-Sonden wurden aus präparierter RNA mittels 
reverser Transkriptase (Invitrogen, Groningen) und Zufalls-Hexamer-Primern 
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synthetisiert (Wendisch et al., 2001). Die Cy3- bzw. Cy5-markierte cDNA der zu 
vergleichenden RNA-Proben wurde sofort zur Hybridisierung eingesetzt. 
Die in dieser Arbeit verwendete DNA-Chip-Technologie zur Untersuchung 
differentieller Genexpressionsmuster und das verwendete Robotersystem zur Her-
stellung von DNA-Chips beruht auf dem an der Stanford University entwickelten 
System (Shalon et al., 1996) und wurde am Institut für Biotechnologie durch Dr. V.F. 
Wendisch und Dr. T. Polen etabliert (Lehnen et al., 2002; Polen, 2002; Wendisch et 
al., 2001; Lange et al., 2003). Dabei werden zwei unterschiedlich fluoreszenz-
markierte Sonden gleichzeitig auf einem DNA-Chip hybridisiert (Shalon et al., 1996; 
Zimmer et al., 2000). Die in dieser Arbeit verwendeten Chips wurden 
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe V. F. Wendisch zur Verfügung gestellt. Auf 
die Chips wurden 3530 PCR-Produkte (ca. 300-500 bp) von 3567 putativen 
C. glutamicum-Genen aufgebracht. C. glutamicum ATCC 13032 diente als Matrize 
für die Amplifizierung der Genfragmente mittels PCR. Die verwendeten Primer 
wurden durch die Firma Gene Scan AG (Freiburg) synthetisiert. Für die spätere 
Immobilisierung der DNA auf dem Chip wurden die DNA-Chip-Glasobjektträger 
zunächst mit Poly-L-Lysin beschichtet (Shalon et al., 1996; Zimmer et al., 2000). Das 
auftragen der PCR-Produkte (150-300 ng/µl) erfolgte mit einem computergesteuerten 
Robotersystem auf eine Fläche von 2 cm x 2 cm auf einen Objektträger. Dabei 
wurden etwa 0,1-1,0 nl PCR-Produkt pro Spot aufgetragen. Die Spots hatten einen 
Durchmesser von etwa 60-120 µm. Neben den PCR-Produkten der amplifizierten 
C. glutamicum-Gene wurden zusätzlich Hybridisierungskontrollen (Lambda-DNA, 
PCR-Produkt eines E. coli-Gens und genomische DNA von E. coli) auf den Chip 
aufgebracht. Für die Datennormalisierung wurde genomische C. glutamicum-DNA an 
verschiedenen Stellen auf dem Chip angeordnet. 
Um die mRNA-Spiegel zu bestimmen, wurde die Cy3- und die Cy5-Fluoreszenz der 
Spots gemessen. Da das Verhältnis von Cy3- und Cy5-Fluoreszenz eines Spots 
direkt mit dem Verhältnis der Anzahl der mRNA-Moleküle in den verglichenen RNA-
Proben korreliert, ist es ein Maß für den relativen mRNA-Spiegel (Shalon et al., 
1996). Zum Messen der ortsaufgelösten Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der 
GenePix 4000 A laser scanner (Axon Inc., USA) verwendet. Die DNA-Chip-Ober-
fläche (10 x 10 µm Raster) wurde zum Anregen der fluoreszierenden Molekülgruppe 
von Cy3- und Cy5-dUTP mit monochromatischen Licht zweier verschiedener Wellen-
längen bestrahlt (Cy3-dUTP: 532 nm, Cy5-dUTP: 635 nm). Die daraufhin emittierte 
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Fluoreszenz wurde mit lichtempfindlichen Kathoden bei 570 nm (Cy3-Fluoreszenz) 
und bei 670 nm (Cy5-Fluoreszenz) registriert. Diese wandeln die Cy3- und Cy5-
Fluoreszenz in elektrischen Strom um, der weiter verstärkt wird. Die gemessene 
Stromstärke korreliert direkt mit der Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenz. Mit Hilfe der 
Software wurde die ortsaufgelöste Information für die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz 
anhand der numerischen Werte als Fluorogramm bildlich dargestellt und im 16-bit-
TIF-Format elektronisch gespeichert (GenePix Pro 3.0 Software). Die GenePix Array 
List (erstellt von G. Sindelar und C. Lange, AG Dr. Wendisch) erlaubte eine 
Zuordnung jedes einzelnen detektierten DNA-Spots zu dem entsprechenden 
C. glutamicum-Gen bzw. zu den entsprechenden Hybridisierungskontrollen 
(genomische C. glutamicum-DNA, λ-DNA und PCR-Produkte von Genen aus E. coli). 
Die Berechnung des Verhältnisses von Signal zu Rauschen für Cy3- und Cy5-
Fluoreszenzsignale erfolgte durch Bildung des Quotienten Signal-
intensitätSpot / SignalintensitätSpot-Hintergrund. Wenn das Signal/Rausch-Verhältnis für die 
Cy3- und die Cy5-Fluoreszenz kleiner als drei war, wurden die Signale als zu 
schwach angenommen, um zuverlässig ausgewertet werden zu können und in 
weiteren Analysen nicht berücksichtigt (Khodursky et al., 2000). Um die durch die 
Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhältnisse repräsentierten relativen mRNA-Spiegel 
verschiedener DNA-Chip-Experimente besser miteinander vergleichen zu können, 
wurden die numerischen Werte normalisiert (Eisen et al., 1998). Die Normalisierung 
erfolgte für jeden DNA-Chip über die genomische DNA von C. glutamicum.  
 
 
ERGEBNISSE 
III ERGEBNISSE 
1. Aktivität der Serinhydroxymethyltransferase - Einfluss auf die 
L-Serin-Bildung 
Um die Aktivität der SHMT in Abhängigkeit von der Wachstumsphase zu unter-
suchen, wurde der Wildtyp von C. glutamicum auf BHI-Komplexmedium angezogen 
und die SHMT-Aktivität zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf der Kultivierung be-
stimmt. Die Wachstumskurve und die durch den Enzymtest erhaltenen Werte sind 
nachfolgend in Abb. 3 gezeigt. 
 
 
Abb. 3: Wachstum von C. glutamicum WT (?) in BHI-Komplexmedium und 
dazugehörige spezifische SHMT-Aktivitäten (Balken). 
 
Es zeigte sich, dass bei Wachstum auf Komplexmedium im Wildtyp die spezifische 
Aktivität der SHMT wachstumsphasenabhängig ist. Sie stieg von ca. 30 nmol/min*mg 
Protein in der exponentiellen Phase bis maximal 70 nmol/min*mg Protein am Ende 
der exponentiellen Phase an, um dann wieder in der stationären Phase auf 
40 nmol/min*mg Protein zu sinken. 
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ERGEBNISSE 
Um zu überprüfen, ob sich die spezifische SHMT-Aktivität in CgXII-Minimalmedium 
ähnlich wie in Komplexmedium im Verlaufe einer Kultivierung verhält, wurde der 
Wildtyp ausgehend von einer CgXII-Vorkultur in frisches CgXII-Minimalmedium mit 
4 % Glucose überimpft und das Wachstum sowie die spezifische SHMT-Aktivität 
bestimmt (Abb. 4). 
 
 
Abb. 4:  Wachstum von C. glutamicum Wildtyp (?) in CgXII-Minimalmedium und 
dazugehörige spezifische SHMT-Aktivitäten (Balken). 
 
Auch bei der Kultivierung in CgXII-Minimalmedium bestätigte sich der Anstieg der 
spezifischen SHMT-Aktivität bei zunehmender OD der Kultur. Die SHMT-Aktivität 
betrug ca. 40 nmol/min*mg Protein in der exponentiellen Phase und erreichte ihr 
Aktivitäts-Maximum am Ende der exponentiellen Phase mit einer spezifischen 
Aktivität von ca. 80 nmol/min*mg Protein. In der späten stationären Phase sank die 
Aktivität wieder auf ca. 50 nmol/min*mg Protein ab. 
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1.1 Untersuchung zum Wachstum und zur SHMT-Aktivität von 
Stämmen mit regulierbarer glyA-Expression 
Um den Einfluss der SHMT (durch glyA kodiert) auf das Wachstum und die L-Serin-
Bildung in C. glutamicum WT untersuchen zu können, war es nun das Ziel einen 
Stamm zu konstruieren, in dem die glyA-Expression stark reduziert ist. Dazu wurde 
der Vektor pK18mobglyA’ verwendet, in dem der artifizielle tac-Promotor vor einem 
437 bp großen glyA-Fragment lokalisiert ist (Simic et al., 2002). Über homologe 
Rekombination in das chromosomale glyA-Gen wird der native glyA-Promotor gegen 
den tac-Promotor ausgetauscht. Der so konstruierte Stamm C. glutamicum 
WT::pK18mobglyA’ besitzt nur eine funktionelle Kopie des glyA-Gens, welches unter 
der Kontrolle des mit IPTG induzierbaren tac-Promotors steht, während der native 
Promotor nur noch eine unvollständige Kopie von glyA kontrolliert. So konnte die Ex-
pression des glyA-Gens über die zugegebene IPTG-Menge reguliert werden. Die er-
folgreiche Vektorintegration von pK18mobglyA’ in das glyA-Gen wurde durch PCR-
Analysen überprüft, wobei jeweils ein Primer im Bereich des Vektors und der andere 
im Chromosom außerhalb des zur homologen Rekombination nötigen 437 bp großen 
glyA’-Fragments hybridisierte. 
Um nun zu überprüfen ob bei der pK18mobglyA’-Integrationsmutante eine IPTG-
abhängige glyA-Expression erfolgte, wurden Wachstumsversuche in CgXII-Minimal-
medium mit C. glutamicum WT::pK18mobglyA’ in Anwesenheit von 100 µM IPTG 
und ohne IPTG durchgeführt. Als Kontrollstamm wurde C. glutamicum WT pZ1 
verwendet (siehe Abb. 5A und B). 
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Abb. 5: Wachstum von C. glutamicum WT pZ1 (Abb. 5A, ?) und C. glutamicum 
WT::pK18mobglyA’ in Anwesenheit von 100 µM IPTG (Abb. 5B, ?) und 
ohne IPTG (Abb. 5B, ?).
 
Wie aus Abb. 5A und B ersichtlich, wuchs die WT::pK18mobglyA’-Integrations-
mutante ohne IPTG deutlich langsamer als der Kontroll-Stamm (Abb. 5A), während 
die Mutante nach Zugabe von 100 µM IPTG etwa die gleiche Wachstumsrate wie die 
Kontrolle zeigte (Abb. 5B). Interessanterweise erreichte der Stamm ohne IPTG-
Induktion des glyA-Gens am Ende der Wachstumsphase eine ähnliche End-OD wie 
der Wildtyp und die Mutante mit induziertem glyA-Gen. Um zu untersuchen, ob das 
verminderte Wachstum auch mit einer verminderten SHMT-Aktivität korreliert, wurde 
die Aktivität der SHMT zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. 
Die SHMT-Aktivität ohne und mit Induktion von glyA war wie erwartet stark unter-
schiedlich. Ohne IPTG-Induktion der glyA-Expression war die spezifische SHMT-
Aktivität in der exponentiellen Phase um den Faktor 3,5 verringert (8 bzw. 
28 nmol/min*mg Protein), in der stationären Phase war sie um den Faktor 2,5 
verringert (20 bzw. 50 nmol/min*mg Protein). Damit wurde gezeigt, dass eine 
gezielte Veränderung der Expression von glyA im C. glutamicum-Wildtyp möglich ist. 
Zudem wurde gezeigt, dass die spezifische SHMT-Aktivität in der stationären Phase 
bei der Mutante mit induziertem glyA-Gen von 28 nmol/min*mg Protein auf 
50 nmol/min*mg Protein anstieg und bei der Mutante mit nicht induziertem glyA-Gen 
von 8 nmol/min*mg Protein auf 20 nmol/min*mg Protein. Dies deutete auf eine 
Instabilität der artifiziellen glyA-Regulation hin, welche später auch experimentell 
belegt werden konnte. 
40 
ERGEBNISSE 
1.2 Einfluss der Serinhydroxymethyltransferase auf die L-Serin-
Produktion von C. glutamicum 
Um den Einfluss der SHMT auf die L-Serin-Bildung zu untersuchen, wurde der 
Stamm C. glutamicum ΔsdaA (Netzer, 2003) ebenfalls mit dem Vektor pK18mobglyA’ 
transformiert. Sowohl in den Stamm ΔsdaA::pK18mobglyA’ als auch in den Stamm 
WT::pK18mobglyA’ (Simic et al., 2002) wurde zusätzlich der Vektor 
pEC-T18mob2serAfbrCB (abgekürzt mit pserACB) eingebracht. Dieser E. coli - 
C. glutamicum - Shuttlevektor zeichnet sich dadurch aus, dass er eine Tetracyclin-
Resistenz vermittelt und die drei L-Serin-Biosynthesegene serAfbr (3-Phospho-
glycerat-Dehydrogenase, feedback-resistent, Peters-Wendisch et al., 2002), serC 
(Phosphoserin-Aminotransferase) und serB (Phosphoserin-Phosphatase) über-
exprimiert. 
Im Folgenden wurde untersucht, ob eine verminderte SHMT-Aktivität und damit ver-
bunden ein verringerter Abbau von L-Serin sowie die Überexpression der L-Serin-
Biosynthesegene einen Einfluss auf die L-Serin-Bildung in C. glutamicum 
WT::pK18mobglyA’ pserACB haben. Hierzu wurde der Stamm in CgXII-Minimal-
medium mit 4 % Glucose ohne IPTG überimpft. Zur Kontrolle wurde die Expression 
des glyA-Gens bei einer zusätzlichen Kultur mit 100 µM IPTG induziert. Es wurde 
das Wachstum sowie die L-Serin-Bildung analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. 6 
gezeigt. 
 
 
Abb. 6: Wachstum (A) und L-Serin-Bildung (B) von WT::pK18mobglyA’ 
pserACB ohne (?) und mit 100 µM IPTG (?) in CgXII-Minimalmedium. 
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Wie erwartet ist ein deutlicher Wachstumsunterschied zwischen der C. glutamicum 
WT::pK18mobglyA’ pserACB-Mutante mit nicht induzierter glyA-Expression und mit 
induzierter glyA-Expression erkennbar. Der Einfluss der verringerten glyA-Expression 
auf die L-Serin-Bildung ist deutlich. Während der Stamm mit induzierter glyA-
Expression nur 0,1 mM L-Serin bildete, schied der Stamm im nicht induzierten Zu-
stand etwa 15 mM L-Serin ins Medium aus. Allerdings wurde das gebildete L-Serin in 
der stationären Phase wieder vollständig abgebaut. Es ist sehr wahrscheinlich, dass 
der Abbau auf die noch im Stamm vorhandene L-Serindehydratase (kodiert durch 
das sdaA-Gen) oder auf die verbliebene Aktivität der SHMT zurückzuführen ist. 
Damit wurde gezeigt, dass die Reduktion der SHMT-Aktivität einen positiven Einfluss 
auf die L-Serin-Bildung hat. In einem weiteren Experiment wurde außerdem gezeigt, 
dass die L-Serin-Produktion von der Überexpression der L-Serin-Biosynthesegene 
mit dem Plasmid pEC-T18mob2serAfbrCB abhängig ist, da der Stamm 
WT::pK18mobglyA’ ohne Überexpression der L-Serin-Biosynthesegene nur etwa 
1 mM L-Serin akkumulierte. 
Um den L-Serin-Abbau am Ende der Wachstumsphase möglichst zu verhindern, 
wurde der Stamm C. glutamicum ΔsdaA, in welchem die L-Serindehydratase deletiert 
ist (Netzer et al., 2004b), mit dem Vektor pK18mobglyA’ und danach mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB transformiert. Es galt nun zu untersuchen, wie sich die 
Inaktivierung der L-Serindehydratase und die Reduzierung der SHMT-Aktivität bei 
gleichzeitiger Überexpression der L-Serinbiosynthesegene auf die L-Serin-Bildung 
auswirken. Hierzu wurde der Stamm C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB 
in CgXII-Minimalmedium mit nicht induzierter und induzierter glyA-Expression 
kultiviert und die L-Serin-Konzentration in Kulturüberständen bestimmt (Abb. 7). 
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Abb. 7: Wachstum (A) und L-Serin-Bildung (B) von C. glutamicum 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB ohne (?) und mit 100 µM IPTG (?) in 
CgXII-Minimalmedium. 
 
In Anwesenheit von IPTG zeigte der Stamm ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB eine 
höhere Wachstumsrate und eine höhere End-OD als bei Wachstum unter nicht 
induzierenden Bedingungen. Wie in Abb. 7B zu erkennen ist, produzierte der Stamm 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB bei Wachstum ohne IPTG bis zu 85 mM L-Serin, der 
mit IPTG kultivierte Stamm hingegen akkumulierte nur maximal 5 mM L-Serin. Um zu 
bestätigen, dass die hohe L-Serin-Bildung beim Stamm ΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB auf die verringerte Aktivität der SHMT zurückzuführen war, wurde die 
SHMT-Aktivität bei der Kultivierung bestimmt. Hierzu wurden nach sieben Stunden 
der Kultivierung Proben entnommen und die SHMT-Aktivität überprüft. Bei 
Wachstum mit 100 µM IPTG wies der Stamm ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB eine 
spezifische SHMT-Aktivität von 18 nmol/min*mg Protein auf. In Abwesenheit von 
IPTG konnte dagegen lediglich eine spezifische Aktivität von 1 nmol/min*mg Protein 
ermittelt werden. Somit konnte die SHMT-Aktivität in der Mutante bei nicht induzierter 
glyA-Expression um den Faktor 18 reduziert werden. Damit war gezeigt, dass die 
hohe L-Serin-Bildung in diesem Stamm mit einer verminderten SHMT-Aktivität 
korreliert. 
Um eine weitere Steigerung der L-Serin-Bildung zu erreichen, wurde der Stamm 
C. glutamicum ΔpykΔsdaA (Netzer, 2003) mit dem pK18mobglyA’-Plasmid 
transformiert und nachfolgend pEC-T18mob2serAfbrCB eingebracht. Ziel war eine er-
höhte Bereitstellung der Vorstufe 3-Phosphoglycerat für die L-Serin-Biosynthese. Der 
Stamm C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB wurde 12 Stunden in 
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BHI-Komplexmedium angezogen und danach 16 Stunden in CgXII-Minimalmedium. 
Diese Kultur wurde dann zum Animpfen der CgXII-Hauptkultur verwendet. Die 
erhaltenen Daten für das Wachstum und die L-Serin-Produktion sind in Abb. 8 
gezeigt. Die Bestimmung der spezifischen SHMT-Aktivität nach 12 Stunden 
Kultivierung ergab für diesen Stamm bei nicht-induzierter glyA-Expression eine 
Aktivität von 1 nmol/min*mg Protein und bei induzierter glyA-Expression eine Aktivität 
von 22 nmol/min*mg Protein. 
 
 
Abb. 8: Wachstum (A) und L-Serin-Bildung (B) von C. glutamicum 
ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB mit 0 µM IPTG (?) und 100 µM 
IPTG (?) in CgXII-Minimalmedium.
 
Unter diesen Bedingungen schied der Stamm C. glutamicum 
ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB bei nicht induzierter glyA-Expression ca. 
100 mM L-Serin ins Medium aus, was einer Steigerung von ca. 20 % im Vergleich zu 
C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB entspricht. Somit führte die Deletion 
des pyk-Gens und der damit verbundene Anstau von Glykolyseintermediaten zu 
einer Steigerung der L-Serin-Bildung. 
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1.3 Spezifische L-Serin-Produktivitäten verschiedener Stämme 
Um die spezifischen Produktivitäten und Glucose-Verbrauchraten von sechs 
verschiedenen Corynebacterium-Stämmen unter L-Serin-Produktionsbedingungen 
zu bestimmen wurde das Wachstum, die L-Serin-Bildung und der Glucoseverbrauch 
innerhalb während einer 72-stündigen Kultivierung untersucht (pro Stamm zwei 
parallele Kolben). Dazu wurden die Stämme C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB, C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB, WT::pK18mobglyA’ 
pserACB sowie ein Stamm mit Wildtyp-glyA-Regulation (ΔsdaA pserACB) verwendet. 
Die Stämme mit regulierbarer glyA-Expression wurden in der Hauptkultur ohne IPTG 
kultiviert, so dass die glyA-Expression nicht induziert und so der L-Serin-Abbau zu 
Glycin über die SHMT reduziert war. 
Die Stämme C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB, C. glutamicum 
ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB (zwei unabhängig gewonnene Klone) und 
WT::pK18mobglyA’ pserACB wurden aus einer Glycerinkultur auf eine BHI-Platte mit 
Kanamycin (15 µg/ml), Tetracyclin (5 µg/ml) und IPTG (100 µM) ausgestrichen und 
bei 30 °C inkubiert. Zwei unabhängig gewonnene Klone des Stammes ΔsdaA 
pserACB wurden entsprechend ohne Kanamycin und IPTG gezüchtet. Anschließend 
wurde damit das BHI-Vollmedium beimpft, 10 h bei 30 °C mit 120 rpm inkubiert und 
dann wurden die Zellen in CgXII-Minimalmedium mit 4 % Glucose überführt. Nach 
12 h Wachstum bei 30 °C und 120 rpm wurden die Zellen in die Hauptkultur (70 ml 
CgXII mit 4 % Glucose ohne IPTG) überimpft. Es wurde das Wachstum, die L-Serin-
Bildung, der Glucoseverbrauch sowie das Trockengewicht bestimmt. Das Wachstum 
aller Stämme ist in Abb. 9 gezeigt. 
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Abb. 9: Wachstum verschiedener rekombinanter C. glutamicum-Stämme in 
CgXII-Minimalmedium: ΔsdaA::pk18mobglyA’ pserACB (?), 
ΔpykΔsdaA::pk18mobglyA’ pserACB Klon 1, 2 (?, ?), 
WT::pk18mobglyA’ pserACB (?), ΔsdaA pserACB Klon 1, 2 (?, ?). 
 
Die Stämme mit reduzierter glyA-Expression wuchsen mit einer Wachstumsrate von 
0,1-0,2 h-1 zu maximalen optischen Dichten von ca. 35-45. Beide Klone des 
Stammes ohne reduzierte glyA-Expression (ΔsdaA pserACB) wuchsen mit einer 
höheren Wachstumsrate (µ = 0,28 h-1) zu einer höheren maximalen OD (maximale 
OD = 53). Die maximal gemessene L-Serin-Konzentration beim Stamm ΔsdaA 
pserACB wurde mit ca. 250 µM L-Serin in der frühen exponentiellen 
Wachstumsphase erreicht. Die Glycin-Bildung beim Stamm ΔsdaA pserACB war im 
Vergleich zur L-Serin-Bildung stärker und fand größtenteils in der exponentiellen 
Wachstumsphase statt. Es wurde bis ca. 2 mM Glycin akkumuliert, welches nicht 
weiter abgebaut wurde. Die L-Serin-Bildung, das Wachstum und der 
Glucoseverbrauch der C. glutamicum-Stämme WT::pK18mobglyA’ pserACB, 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB und ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB Klon 1 
sind in Abb. 10 (A, B, C) gezeigt. 
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Abb. 10: Wachstum (?), L-Serin-Bildung (?) und Glucoseverbrauch (?) der 
C. glutamicum-Stämme WT::pK18mobglyA’ pserACB (A), 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB (B) und ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB Klon 1 (C) in CgXII-Minimalmedium.
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Der Stamm C. glutamicum WT::pK18mobglyA’ pserACB akkumulierte erneut bis zu 
15 mM L-Serin, welches nach Glucoseverbrauch in der stationären Phase allerdings 
wieder abgebaut wurde. Der Stamm C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB 
akkumulierte bis zu 85 mM L-Serin mit einer maximalen Glucose-Aufnahmerate von 
13,5 mmol Glucose/h*g Trockengewicht. Das gebildete L-Serin wurde nur zu einem 
kleinen Teil in der stationären Phase wieder abgebaut. Der Stamm C. glutamicum 
ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA‘ pserACB akkumulierte ca. 140 mM L-Serin bei einer 
maximalen Glucose-Aufnahmerate von 14,5 mmol Glucose/h*g Trockengewicht. 
Die höhere L-Serin-Ausbeute von C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA‘ 
pserACB Klon 1 im Vergleich zum vorhergehenden Experiment mit dem identischen 
Stamm zeigte erneut, dass die L-Serin-Produktion über die artifizielle glyA-
Regulation Schwankungen unterliegen kann. Das Wachstum und die L-Serin-Bildung 
von C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA‘ pserACB Klon 2 war nahezu identisch 
mit dem Wachstum und der L-Serin-Bildung von Klon 1. Um nun die Produkt-
Bildungseigenschaften zu charakterisieren, wurden spezifische L-Serin-
Produktivitäten berechnet. Eine Zusammenfassung der spezifischen Produktivitäten 
der drei beschriebenen Stämme ist in Abb. 11 gezeigt. 
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Abb. 11 Spezifische L-Serin-Produktivitäten der C. glutamicum-Stämme 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB (?), ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB Klon 1 (?) und WT::pK18mobglyA’ pserACB (?). 
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Der Stamm ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB wies eine deutlich höhere spezifische 
L-Serin-Produktivität als WT::pK18mobglyA’ pserACB auf. Der Stamm 
ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB erreichte die höchste spezifische Produktivität, 
die auch früher einzusetzen schien. Dies, zusammen mit dem besseren Wachstum 
im Vergleich zum Ausgangsstamm führte zu der erhöhten L-Serin-Produktion von ca. 
45 %. Die höchste spezifische Produktivität wurde bei allen Stämmen in der 
exponentiellen Wachstumsphase erreicht. Die maximale spezifische Produktivität 
des Stammes ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB war 1,2 mmol/g*h (maximaler L-Serin-
Titer 90 mM), die des Stammes ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB lag bei 
1,3 mmol/g*h (maximaler Titer 140 mM) und die des Stammes WT::pK18mobglyA’ 
pserACB betrug 0,45 mmol/g*h (maximaler Titer 15 mM L-Serin). 
Nachdem die Glucose im Medium verbraucht war, konnte beim Stamm 
C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB ein starker OD-Abfall 
beobachtet werden, der sich aber nicht auf das im Medium vorhandene L-Serin aus-
wirkte. Die Überprüfung des Überstandes mit Hilfe eines SDS-Gels zeigte allerdings 
kein erhöhtes Vorkommen von Proteinen. Eine weitere Möglichkeit die zu dem OD-
Abfall führen könnte, wäre eine Änderung in der Morphologie der Zellen. Im Licht-
mikroskop zeigte sich tatsächlich, dass die C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pk18mobglyA’ 
pserACB Zellen zum Ende der Kultivierung wesentlich größer waren als die 
C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB-Zellen. Um dies zu bestätigen, 
wurden während der Kultivierung Trockengewichtsbestimmungen durchgeführt. In 
Abb. 12 ist das Trockengewicht gegen die Kultivierungsdauer aufgetragen. 
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Abb. 12 Trockengewichtsbestimmung der C. glutamicum-Stämme 
ΔsdaA::pk18mobglyA’ pserACB (?), ΔpykΔsdaA::pk18mobglyA’ 
pserACB Klon 1, 2 (?, ?), WT::pK18mobglyA’ pserACB (?) und 
ΔsdaA pserACB Klon 1, 2 (?, ?). 
 
Obwohl die Kurven stark schwanken ist deutlich erkennbar, dass sich das 
Trockengewicht des Stammes C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ während 
der Kultivierung im Vergleich zu den anderen Stämmen vergleichbar verhielt. Damit 
ist es wahrscheinlich, dass eine veränderte Morphologie der Zellen den starken OD-
Abfall hervorruft und nicht eine Lyse der Zellen. 
 
1.4 Einfluss des Wachstums auf die L-Serin-Bildung 
Da bei den Stämmen mit verringerter glyA-Expression auch immer das Wachstum 
reduziert war, besteht die Möglichkeit, dass eine reduzierte Wachstumsrate alleine 
schon hinreichend für eine erhöhte L-Serin-Bildung ist. Es war deswegen das Ziel, 
die Wachstumsrate durch andere Maßnahmen zu reduzieren und zu untersuchen, ob 
auch eine verringerte Wachstumsrate alleine zur erhöhten L-Serin-Bildung führt. Bei 
dem Stamm C. glutamicum ΔpanBCΔsdaA (Netzer, 2003) führte die Deletion der 
Ketopantoatehydroxymethyltransferase (PanB) und der β-Alanin-D-Pantoateligase 
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(PanC) zu einer Pantothenat-Auxotrophie, durch die das Wachstum über die 
Pantothenat-Zugabe zum Medium kontrolliert werden konnte. Außerdem bildete 
dieser Stamm bereits geringe Mengen L-Serin, was wahrscheinlich auf eine erhöhte 
Vorstufenbereitstellung, insbesondere von 3-Phosphoglycerat, für die L-Serin-
Biosynthese zurückzuführen ist. Der Stamm wurde zunächst über Elektroporation mit 
dem Plasmid pK18mobglyA’ und anschließend mit dem Plasmid 
pEC-T18mob2serAfbrCB transformiert. 
Der so konstruierte C. glutamicum-Stamm ΔpanBCΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB 
wurde bei verschiedenen Pantothenat-Konzentrationen (0, 100 und 500 nM 
Pantothenat) ohne IPTG-Zugabe in CgXII-Minimalmedium (4 % Glucose) kultiviert. 
Zur Kontrolle wurde die Expression des glyA-Gens einer Kultur mit 100 µM IPTG 
induziert. Die maximale L-Serin-Akkumulation, die Wachstumsrate und die erreichte 
End-OD600 ist in Tab. 5 gezeigt. 
 
Tab. 5: L-Serin-Bildung mit C. glutamicum ΔpanBCΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB bei unterschiedlichen Pantothenat-Konzentrationen: Maximal 
erreichter L-Serin-Titer, maximale Wachstumsrate und die End-OD600. 
Supplementation L-Serin [mM] 
maximale 
Wachstumsrate 
µmax [h-1] 
End-
OD600
0 nM Pantothenat 10 0,10 9 
100 nM Pantothenat 23 0,11 12 
500 nM Pantothenat 69 0,12 24 
500 nM Pantothenat + 100 µM IPTG 5 0,25 31 
 
Es ist zu erkennen, dass C. glutamicum ΔpanBCΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB 
ohne Zugabe von Pantothenat bzw. mit 100 nM Pantothenat im Medium zu einer 
niedrigeren End-OD wuchs als bei Supplementation mit 500 nM Pantothenat. Die 
L-Serin-Bildung war mit 69 mM L-Serin ohne Induktion des glyA-Gens bei einer 
Pantothenat-Konzentration von 500 nM maximal, allerdings bildete der Stamm neben 
den 69 mM L-Serin zusätzlich noch 20 mM L-Alanin und 10 mM L-Valin, was auf den 
Anstau von Pyruvat und dem damit verbundenen Abfluss in Richtung L-Alanin 
zurückzuführen ist. 
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Die Kulturen, die mit 0 nM und 100 nM angezogen wurden, wuchsen mit einer 
niedrigeren Wachstumsrate zu einer niedrigeren End-OD und akkumulierten nur 10 
bzw. 23 mM L-Serin. Somit kann ausgeschlossen werden, dass eine niedrige 
Wachstumsrate alleine ausreicht um eine hohe L-Serin-Bildung zu erreichen. Der 
Kontrollstamm welcher mit IPTG angezogen wurde, wuchs mit einer Wachstumsrate 
von 0,25 h-1 zu der höchsten End-OD, produzierte aber aufgrund der induzierten 
glyA-Expression nur sehr geringe Mengen L-Serin. Die niedrige End-OD600 von 31 im 
Vergleich zum Wildtyp ist damit zu erklären, dass 500 nM Pantothenat limitierend für 
das Wachstum waren. 
 
1.5 Reproduzierbarkeit der L-Serin-Akkumulation bei Stämmen mit 
regulierbarer SHMT-Aktivität 
Bei Wiederholung der Versuche bei gleichen Bedingungen unterschied sich die 
L-Serin-Akkumulation deutlich. Um den Einfluss der Kultivierungsdauer auf die 
L-Serin-Produktion zu untersuchen, wurde der Stamm C. glutamicum 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB viermal hintereinander in BHI-Komplexmedium 
(jeweils mit 100 µM IPTG) und anschließend in eine CgXII-Minimalmedium-Vorkultur 
(10 µM IPTG) überimpft. Von dieser Kultur ausgehend wurden zehn parallele CgXII-
Hauptkulturen ohne IPTG angeimpft, deren Wachstum und L-Serin-Bildung bestimmt 
wurde. Das Ergebnis dieser Kultivierung war, dass der Stamm in den CgXII-
Hauptkulturen kein L-Serin mehr akkumulierte und auch ohne Zugabe von IPTG 
wieder mit der Wachstumsrate des Wildtyps wuchs. Die Integration des Vektors 
pK18mobglyA’ wurde via PCR in diesen Kultivierungen kontrolliert. Dabei zeigte sich, 
dass in vier von zehn unabhängigen Klonen die PCR-Kontrolle für die Integration 
eine dem Wildtyp entsprechende DNA-Bande ergab und nur in sechs Klonen die für 
die Integration spezifische DNA-Bande nachgewiesen werden konnte. Offensichtlich 
hatte eine genomische Umlagerung des pK18mobglyA’-Vektors im untersuchten 
Stamm stattgefunden, bei der die Kanamycin-Resistenz an eine andere Stelle im 
Genom rekombiniert und gleichzeitig die Wildtyp-glyA-Situation wiederhergestellt 
wurde. Zusätzlich zu der PCR-Integrationskontrolle wurde ein 975 bp großes PCR-
Fragment, welches die Promotorregion von glyA sowie das lacIq-Repressor-Gen 
enthielt, amplifiziert und sequenziert. Interessanterweise zeigte sich in drei der zehn 
untersuchten Klone, dass im lacIq-Gen eine Transition von C zu T stattgefunden hat, 
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was einen Alanin zu Threonin-Austausch an Position 13 des Repressor-Proteins zur 
Folge hatte. Ferner hat in einem Fall eine T zu C Transition im lacIq-Promotor stattge-
funden, welche möglicherweise die Transkription von lacIq beeinflusst. 
Somit konnte gezeigt werden, dass der Stamm C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ 
pserACB nicht nur durch Exzision des pK18mobglyA’-Vektors die Fähigkeit verliert 
die glyA-Expression zu regulieren, sondern auch das lacIq-Gen mutieren kann, 
wodurch möglicherweise die artifizielle Regulation verhindert wird. Dies zeigte, dass 
der Selektionsdruck auf Zellen in denen das glyA-Gen unter der Kontrolle des tac-
Promotors steht extrem hoch ist und bestätigte frühere Annahmen über die 
Wichtigkeit des glyA-Gens für den kompletten Metabolismus von C. glutamicum, 
insbesondere des C1-Metabolismus. Folglich ist der Stamm nicht geeignet für eine 
reproduzierbare und effiziente L-Serin-Produktion. 
 
2. Untersuchungen zur Folsäure-Synthese und Einfluss von 
Folsäure-Auxotrophie auf die L-Serin-Bildung 
Durch Deletion des Gens pabAB bzw. pabC und des kompletten Genortes pabABC 
sollte der Einfluss auf die PABA- bzw. Folsäure-Synthese der einzelnen orfs getestet 
werden und die erwarteten Folsäure-auxotrophen Mutanten bezüglich der L-Serin-
Produktion untersucht werden. Da sich C. glutamicum ΔsdaA als Produktionsstamm 
für L-Serin besser eignete als der Wildtyp, wurde zuerst C. glutamicum ΔsdaA für die 
Deletionen verwendet. Es wurden drei verschiedene Vektorkonstrukte hergestellt, 
welche zur Deletion von pabAB, pabC und pabABC dienen sollten. Für den 
Deletionsvektor pK19mobsacB_pabAB wurde zunächst ein 563 bp großer 5’-
terminaler (Primerkombination pabAB*ABC-del-A / pabAB*ABC-del-B; Tab. 3) und 
ein 528 bp 3’-terminaler (Primerkombination pabAB*ABC-del-C / pabAB*ABC-del-D; 
Tab. 3) Bereich mittels PCR amplifiziert. Das nach der crossover-PCR erhaltene 
1122 bp große Fragment wurde in den Vektor pK19mobsacB kloniert. Der 
resultierende Vektor pK19mobsacB_pabAB wurde durch Sequenzierung 
(Primerkombination Uni_for/Uni_rev; Tab. 3) überprüft und mittels Elektroporation in 
C. glutamicum ΔsdaA eingebracht. Über homologe Rekombination des pabAB-
Fragments des Vektors mit dem entsprechenden Genbereich im Chromosom konnte 
der Deletionsvektor ins Chromosom integrieren. Die Klone mit pK19mobsacB-
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Integration wurden in BHI-Medium ohne Kanamycin und Saccharose kultiviert, damit 
ein zweites Rekombinationsereignis zu einer Deletion des Vektors führt. Nach den 
zwei homologen Rekombinations-Ereignissen wurden 98 Saccharose-resistente und 
Kanamycin-sensitive Klone erhalten. Die erfolgreiche Deletion wurde in acht von 
zehn untersuchten Klonen durch PCR-Analysen gezeigt (Primerkombination pabAB-
del-pr-u2/pabAB-del-pr-l2, Tab. 3). Das Vorgehen für die Herstellung des 
Deletionsvektors pK19mobsacB_pabC war analog. Ein 602 bp großer 5’-terminaler 
(Primerkombination pabC-del-A / pabC-del-B; Tab. 3) und ein 507 bp 3’-terminaler 
(Primerkombination pabC*ABC-del-C / pabC*ABC-del-D; Tab. 3) wurde per PCR 
amplifiziert und mittels einer crossover-PCR zu einem 1178 bp großen Fragment 
vereinigt und in den Vektor pK19mobsacB kloniert. Der resultierende Vektor 
pK19mobsacB_pabC wurde erneut durch Sequenzierung wie oben beschrieben 
überprüft und mittels Elektroporation in C. glutamicum ΔsdaA eingebracht. Nach zwei 
homologen Rekombinations-Ereignissen wurden 105 Saccharose-resistente und 
Kanamycin-sensitive Klone erhalten. Die erfolgreiche Deletion wurde in neun von 
zehn untersuchten Klonen durch PCR-Analysen gezeigt (Primerkombination pabC-
del-pr-u2/pabC-del-pr-l2, Tab. 3). Um die komplette pabABC-Region zu deletieren 
wurde mit den Primern pabAB*ABC-del-A, pabAB*ABC-del-B, pabC*ABC-del-C und 
pabC*ABC-del-D ein 593 bp bzw. 597 bp großes Fragment zu einem 1169 bp 
großem Fragment vereint und wie zuvor in den Vektor pK19mobsacB kloniert. Auch 
diesmal zeigte sich eine hohe Deletionseffizienz (118 Kolonien, neun von zehn 
untersuchten Mutanten zeigten eine erfolgreiche pabABC-Deletion). 
Nach den erfolgreichen PCR-Kontrollen der pabAB, pabC und pabABC-Deletionen 
im Stamm C. glutamicum ΔsdaA, wurden die Stämme folglich als C. glutamicum 
ΔsdaAΔpabAB, ΔsdaAΔpabC und ΔsdaAΔpabABC bezeichnet. 
 
2.1 Einfluss von Folsäure-Auxotrophie auf das Wachstum von 
C. glutamicum 
Um die Folsäure-Auxotrophie in den C. glutamicum-Stämmen ΔsdaAΔpabAB, 
ΔsdaAΔpabC und ΔsdaAΔpabABC zu untersuchen, wurden die Zellen auf eine 
frische BHI-Komplexmedium-Platte ausgestrichen und über Nacht inkubiert. Nach 
dem ersten Überstreichen auf CgXII-Minimalmedium-Platten war kein Unterschied im 
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Wachstum zum Wildtyp erkennbar. Nach einer weiteren Passage auf CgXII-
Minimalmedium-Platten waren die Kolonien kleiner als die Wildtyp-Kolonien. Erst 
eine weitere Übertragung auf CgXII-Platten zeigte, dass die Mutantenstämme 
ΔpabABC und ΔpabAB nicht mehr in der Lage waren auf diesen Platten zu wachsen, 
wogegen die ΔpabC-Mutante immer noch begrenztes Wachstum zeigte (siehe Abb. 
13). Das Wachstum der drei Mutanten konnte durch Supplementation mit 1 mM 
Folsäure oder 1 mM p-Aminobenzoat vollständig wiederhergestellt werden (Abb. 13). 
Das schwache Wachstum der ΔpabC Mutante könnte darauf hinweisen, dass das 
Substrat 4-Amino-4-Deoxychorismat (ADC) vom pabC kodierten Enzym 4-Amino-4-
Deoxychorismat-Lyase in C. glutamicum nicht-enzymatisch zu p-Aminobenzoat 
(PABA) umgewandelt werden kann, was mit den Ergebnissen von Tewari et al., 
(2002) übereinstimmt. Sie konnten zeigen, dass das Intermediat ADC sehr labil ist 
und in Abwesenheit von Enzymen spontan zu PABA aromatisiert. 
 
 
Abb. 13: Wachstum von C. glutamicum Wildtyp, ΔpabAB, ΔpabC und ΔpabABC 
auf CgXII-Minimalmedium-Platten ohne Supplementation und mit PABA 
bzw. Folsäure (jeweils 1 mM). 
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2.2 Einfluss von Folsäure-Auxotrophie auf die L-Serin-Produktion von 
C. glutamicum 
Basierend auf der Beobachtung, dass das Wachstum von C. glutamicum mit einer 
pabABC-Deletion auf CgXII-Minimalmedium-Platten schlechter war als mit einer 
pabC-Deletion, wurde C. glutamicum ΔsdaAΔpabABC ausgewählt um das L-Serin-
Bildungspotenzial zu bestimmen. Dazu wurde der Stamm mit dem Plasmid 
pEC-T18mob2serAfbrCB zur Tetracyclin-Resistenz transformiert. Der konstruierte 
Stamm C. glutamicum ΔsdaAΔpabABC pserACB wurde in BHI-Komplexmedium 
kultiviert und anschließend in CgXII-Minimalmedium ohne Zugabe von Folsäure 
transferiert. Danach wurden diese Zellen verwendet, um eine CgXII-Hauptkultur mit 
verschiedenen Folsäure-Konzentrationen anzuimpfen. Die daraus resultierenden 
Wachstumskurven sind in Abb. 14 gezeigt. Die Zugabe von 1 mM Folsäure stellte 
das Wachstum verglichen mit dem Wildtyp der Folsäure-auxotrophen Mutante 
komplett wieder her. Ohne Zugabe von Folsäure und mit sehr geringen Folsäure-
Konzentrationen im Medium (0,01 mM Folsäure) konnte der auxotrophe Stamm nur 
sehr langsam mit einer Wachstumsrate von 0,1 h-1 zu einer geringen End-OD 
wachsen. Eine Erhöhung der Folsäure-Konzentration im Medium führte wie erwartet 
auch zu höheren Wachstumsraten. 
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Abb. 14: Wachstum (A) und L-Serin-Produktion (B) von C. glutamicum 
ΔsdaAΔpabABC pserACB in CgXII mit verschiedenen Folsäure-
Konzentrationen (0 mM ?, 0,01 mM ?, 0,1 mM ?, 0,25 mM ?, 1 mM 
?). Der Kontroll-Stamm C. glutamicum ΔsdaA pserACB (?) wurde 
ohne Zugabe von Folsäure kultiviert. 
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Das schwache Wachstum der auxotrophen Mutante ohne Supplementation von Fol-
säure ist höchstwahrscheinlich auf Spuren von Folsäure im Inokulum zurückzu-
führen. Um dies zu überprüfen, wurden Zellen aus der Kultivierung ohne Folsäure 
am Ende der Kultivierung in frisches CgXII-Minimalmedium ohne Folsäure überimpft. 
Nach 24 Stunden konnte für diese Zellen kein Wachstum beobachtet werden, was 
somit diese Vermutung bestätigt. Bei der Überprüfung der L-Serin-Bildung zeigten 
sich für den Stamm ΔsdaA pserACB L-Serin-Konzentrationen im mikromolaren 
Bereich, während der Stamm C. glutamicum ΔsdaAΔpabABC pserACB mit 1 mM 
Folsäure weniger als 2 mM L-Serin bildete. Eine Verringerung der Folsäure-
Konzentration im Medium auf 0,25 mM hatte einen großen Effekt auf die L-Serin-
Produktion, welche auf 60 mM L-Serin anstieg. Wurde der C. glutamicum-Stamm 
ΔsdaAΔpabABC pserACB mit 0,1 mM, 0,01 mM bzw. ohne Folsäure-Zugabe 
kultiviert, zeigte sich sogar eine weiter gesteigerte L-Serin-Produktion auf bis zu 
93 mM L-Serin. 
Um zu untersuchen, ob eine Deletion des Gens für die Pyruvat-Kinase pyk, wie 
schon vorher gezeigt, auch bei einer Folsäure-Auxotrophie zu einer Steigerung der 
L-Serin-Bildung führt, wurden die Gene pabAB und pabC ebenfalls im Stamm 
C. glutamicum ΔpykΔsdaA wie zuvor beschrieben deletiert, um so C. glutamicum 
ΔpykΔsdaAΔpabABC zu erhalten. Dieser Stamm wurde ebenfalls mit 
pEC-T18mob2serAfbrCB transformiert, um den Stamm C. glutamicum 
ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB zu erhalten. Die Stämme C. glutamicum 
ΔsdaAΔpabABC pserACB und C. glutamicum ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB wurden 
nun aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse in einem 20 Liter Bioreaktor 
(Bioengineering, Wald, Schweiz) bei der Firma Amino (Braunschweig) unter Fed-
Batch-Bedingungen untersucht. Die Ergebnisse der Fermentationen der 
C. glutamicum-Stämme ΔsdaAΔpabABC pserACB und ΔpykΔsdaAΔpabABC 
pserACB hinsichtlich Wachstum und L-Serin-Produktion sind in Abb. 15 und Abb. 16 
gezeigt. 
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Abb. 15: Wachstum (?) und L-Serin-Produktion (?) von C. glutamicum 
ΔsdaAΔpabABC pserACB in CSL-Medium (corn steep liquor) ohne 
Zugabe von Folsäure (20 l Fermenter). 
 
 
Abb. 16:  Wachstum (?) und L-Serin-Produktion (?) von C. glutamicum 
ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB in CSL-Medium (corn steep liquor) ohne 
Zugabe von Folsäure (20 l Fermenter). 
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Im Fermenter produzierte C. glutamicum ΔsdaAΔpabABC pserACB bis zu 36,3 g/l 
L-Serin, was 380 mM L-Serin entspricht; im Schüttelkolben hingegen wurden ca. 
100 mM L-Serin erreicht. Der Stamm C. glutamicum ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB 
produzierte bis zu 60 g/l L-Serin, was 630 mM L-Serin entspricht. Die L-Serin-
Produktion der Stämme C. glutamicum ΔsdaAΔpabABC pserACB und 
ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB konnte durch den Wechsel vom Schüttelkolben in 
den Fermenter sehr stark gesteigert werden. Dies hat diverse Gründe, z. B. werden 
im Fermenter durch eine permanente Überwachung des pH-Wertes, Steuerung der 
Glucose-Konzentration, Antischaum-Zugabe und der erhöhten Sauerstoff-Ver-
sorgung optimale Bedingungen für eine hohe Produkt-Bildung geschaffen. So konnte 
z. B. für den Stamm C. glutamicum B-6 eine um den Faktor 2,5 erhöhte Produktion 
von L-Lysin nachgewiesen werden, welche auf eine verbesserte Sauerstoffzufuhr, 
u. a. mit Sauerstoff-angereicherter Luft, zurückzuführen war (Hirao et al., 1989). 
Die genomische Anordnung der pabABC-Gene stromabwärts vom glyA-Gen lässt die 
Vermutung zu, dass bei einer verringerten glyA-Expression durch den tac-Promotor 
auch die pabABC-Gene von einer verringerten Expression betroffen sind, z. B. durch 
Co-Transkription oder andere downstream-Effekte. Dies würde sich ebenfalls positiv 
auf die L-Serin-Bildung auswirken oder gar alleine für eine erhöhte L-Serin-Bildung 
verantwortlich sein. Diese Hypothese wurde aber experimentell widerlegt, indem die 
L-Serin-Produktion von C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB und 
C. glutamicum ΔpykΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB in CgXII mit einer Folsäure-
Konzentration von 1 mM überprüft wurde. Dabei zeigte sich, dass die L-Serin-
Produktion in Anwesenheit von Folsäure bei den genannten Stämmen identisch mit 
der L-Serin-Produktion in Abwesenheit von Folsäure war, so dass eine Beteiligung 
der pabABC-Gene bei den Stämmen mit verringerter glyA-Expression aus-
geschlossen werden kann. 
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3. Untersuchungen zur Regulation des glyA-Gens 
Durch Messung der SHMT-Aktivität unter verschiedenen Wachstumsbedingungen im 
Wildtyp von C. glutamicum sollte auf eine mögliche Regulation der SHMT hin geprüft 
werden. Dazu wurden in einem ersten Experiment die folgenden Aminosäuren zur 
Supplementation ausgewählt, welche mit der von der SHMT-katalysierten Reaktion 
direkt oder indirekt verknüpft sind: L-Serin, Glycin und L-Methionin (Konzentration 
jeweils 100 mM). Die Anzucht von C. glutamicum Wildtyp erfolgte in BHI-Komplex-
medium. Diese Vorkultur diente zum Animpfen einer CgXII-Vorkultur, da bei 
Supplementation mit 100 mM L-Serin in CgXII-Minimalmedium nach einer BHI-Vor-
kultur eine starke Verzögerung des Wachstums eintrat. Dies erschwerte das 
Vergleichen der SHMT-Aktivitäten, deswegen wurde die Überprüfung der SHMT-
Aktivität nach zwei Vorkulturen (BHI-Vorkultur, CgXII-Vorkultur) durchgeführt. Die 
Kulturen wurden jeweils in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet und die 
spezifische SHMT-Aktivität wurde wie zuvor beschrieben bestimmt. Die erhaltenen 
spezifischen Aktivitäten sind in Tab. 6 gezeigt. 
 
Tab. 6: Spezifische SHMT-Aktivitäten von C. glutamicum in CgXII-Minimal-
medium bei Wachstum in Anwesenheit verschiedener Aminosäuren. 
Supplementation 
(100 mM) 
spezifische SHMT-Aktivität 
[nmol/min*mg Protein] 
ohne 24 
L-Serin 22 
Glycin 36 
L-Methionin 19 
 
Der Wildtyp-Stamm von C. glutamicum hatte bei Wachstum auf CgXII-Minimal-
medium ohne Supplementation eine spezifische SHMT-Aktivität von 24 nmol/min*mg 
Protein. In Anwesenheit von 100 mM L-Serin bzw. L-Methionin im Medium änderte 
sich diese Aktivität nicht signifikant (Tab. 6). Wurden die Zellen mit 100 mM Glycin 
kultiviert, stieg die SHMT-Aktivität auf 36 nmol/min*mg Protein an. Somit scheint die 
Zugabe von Glycin im Nährmedium einen positiven Effekt auf die Expression des 
SHMT-Gens zu haben. 
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3.1 Charakterisierung des glyA-Promotors 
Zur Charakterisierung der Expression des glyA-Gens in C. glutamicum sollte der 
Transkriptionsstart über Primer-Extension Analysen mit jeweils zwei verschiedenen 
IRD800-markierten Oligonukleotiden (glyA-PE-50 und glyA-PE-100) bestimmt 
werden. Die dazu verwendete mRNA wurde aus dem Wildtyp von C. glutamicum 
isoliert. Das Ergebnis der Analysen für den Primer glyA-PE-50 ist exemplarisch auf 
einem Sequenziergel in Abb. 17 gezeigt. 
 
 
Abb. 17: glyA-Primer-Extension-Analyse mit RNA aus C. glutamicum Wildtyp. 
12,25 µg Gesamt-RNA wurde für die Bestimmung der Transkriptions-
startpunkte mit dem Oligonukleotid glyA-PE-50 eingesetzt (Spur 1). Der 
Transkriptionsstartpunkt ist mit einem Stern gekennzeichnet und wurde 
mit Hilfe der benachbart aufgetragenen Sequenzierungsreaktion 
identifiziert (mit dem gleichen IRD800-markierten Oligonukleotid 
generiert wie die Primer-Extension-Produkte; Spuren A, C, G, T). 
 
Der Transkriptionsstart von glyA konnte mit den zwei unterschiedlichen Oligo-
nukleotiden eindeutig bestimmt werden. Er liegt 64 bp vor dem glyA-Translationsstart 
und ist in der nachfolgenden Sequenz mit einem Stern gekennzeichnet: 
5’-TCGGCGGTCTATGCTTGTGGGC*GTACCTGTCCCGCGAGTGAGG-3’. 
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Vergleicht man die in Tab. 7 angegebenen -10 und -35-Regionen welche von Pátek 
et al. (1996) publiziert wurden mit der -10 und -35-Region des experimentell be-
stimmten Transkriptionsstarts, sind Homologien zu der -10-Region des glyA-Gens 
zur Konsensus-Region erkennbar, nicht aber zur -35-Region (Tab. 7). 
 
Tab. 7:  Vergleich der -10 und -35-Regionen des glyA-Gens mit den Konsensus-
Sequenzen für C. glutamicum-Promotoren. 
Region glyA-Gen Konsensus-Sequenzen (Pátek et al., 1996) 
-10-Region TATGCTTG TA(C/T)AATGG 
-35-Region CCATACTTT ttGcca 
 
Die entscheidende Region für die Initiation der Transkription ist die -10-Region, 
welche für das glyA-Gen in sechs Basen mit der Konsensussequenz übereinstimmt. 
Die im Fall von glyA wenig konservierte -35-Region besitzt vermutlich nur eine 
untergeordnete Rolle in C. glutamicum für die Initiation der Transkription und ist in 
der Regel auch nur schwach konserviert (Pátek et al., 1996). 
Um die Promotor-Aktivität zu charakterisieren, wurde die Stärke des glyA-Promotors 
mit Hilfe von Minimum-Inhibitory-Concentration Tests (MICs) und Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Experimenten bestimmt (Vašicová et al., 1998). Hierzu wurde ein 
197 bp großes Fragment welches den glyA-Promotor enthielt, in den Vektor pET2, 
(Vašicová et al., 1998) vor das Promotor-lose Chloramphenicol-Acetyltransferase-
Gen cat kloniert. Zur Bestimmung der MICs wurde C. glutamicum Wildtyp mit den 
jeweiligen pET2-Vektoren über Nacht kultiviert, auf Platten mit steigenden 
Konzentrationen von Chloramphenicol aufgebracht und nach 24 Stunden auf Wachs-
tum überprüft. Als Kontrolle wurde ein Stamm mit Leerplasmid (pET2) verwendet. 
Das Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass der C. glutamicum-Stamm mit pET2-
glyA auch in Anwesenheit hoher Chloramphenicol-Konzentrationen wachsen konnte 
(bis 100 µg/ml). Mit dem pET2-Leervektor war kein Wachstum erkennbar. Somit 
konnte für das glyA-Gen eine sehr starke Promotor-Aktivität nachgewiesen werden. 
Danach wurde der Stamm C. glutamicum Wildtyp pET2-glyA in 2xYT-Medium 
kultiviert und nach Erreichen einer OD von 4 wurde per Ultraschallaufschluss Roh-
extrakt hergestellt. Dieser Rohextrakt wurde anschließend für den CAT-Test 
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verwendet. Als Kontrolle diente Rohextrakt von C. glutamicum mit den den schon 
vorhandenen Vektoren pET2-brnF und pET2-lrp (Kennerknecht et al., 2002) sowie 
Rohextrakt von C. glutamicum mit dem pET2-Leervektor (Tab. 8). Für das glyA-
Promotor-Fragment zeigte sich eine spezifische Aktivität von ca. 2 µmol/min*mg 
Protein, welche deutlich über CAT-Aktivitäten von pET2_brnF und pET2_lrp lag (0,1 
bzw. 0,05 µmol/min*mg Protein. Somit konnte gezeigt werden, dass der glyA-
Promotor ein sehr starker Promotor ist im Vergleich zu anderen charakterisierten 
Promotoren (Pátek et al., 1996, 2003). 
Zur genaueren Charakterisierung des glyA-Genortes sollte auch die Promotorstärke 
des direkt stromabwärts von glyA gelegenen pabAB-Gens bestimmt werden, um eine 
mögliche Co-Transkription des pabAB-Gens zusammen mit dem glyA-Gen zu 
untersuchen. Dazu wurde ein 285 bp großes Fragment des pabAB-Promotors in den 
Vektor pET2 kloniert. Das pabAB-Fragment zeigte bei den MIC-Tests eine Promotor-
Aktivität durch die Vermittlung einer Resistenz gegen Chloramphenicol von bis zu 
40 µg/ml. Für den CAT-Test wurde der Stamm C. glutamicum Wildtyp pET2_pabAB 
in 2xYT-Medium kultiviert und Rohextrakt hergestellt. Für den pabAB-Promotor 
wurde eine spezifische CAT-Aktivität von ca. 15 nmol/min*mg Protein ermittelt. Dies 
zeigt, dass der pabAB-Promotor im Vergleich zum glyA-Promotor ein schwacher 
Promotor ist. Da die von pabAB kodierte para-Aminobenzoat-Synthase ein Enzym 
der Vitaminbiosynthese ist, wird auch eine geringere Expression erwartet. Eine 
Zusammenfassung der spezifischen CAT-Aktivitäten ist in Tab. 8 gezeigt. 
 
Tab. 8: Spezifische CAT-Aktivitäten für pET2-Vektoren mit Promotorfragmenten 
von glyA, pabAB, brnF, lrp und pET2-Leervektor als Kontrolle. 
Vektor spezifische CAT-Aktivität [µmol/min*mg Protein] 
pET2-glyA 2 
pET2-pabAB 0,15 
pET2-brnF 0,1 
pET2-lrp 0,050 
pET2 < 0,01 
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3.2 Identifizierung von Regulatoren über Affinitätschromatographie 
Um in dem glyA-Promotorbereich bindende Proteine zu identifizieren, wurden 
Affinitätschromatographie-Experimente durchgeführt. Hierfür wurde ein 400 bp 
großes PCR-Fragment (25 nM), welches die glyA-Promotorregion umfasst (-200 bis 
+200 bp relativ zum Transkriptionsstart) über ein angehängtes biotinyliertes 
Nukleotid mit magnetischen Streptavidin-Dynabeads gekoppelt und dann mit 
Rohextrakt einer BHI-Komplexmedium-Kultur 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden die gebundenen Proteine eluiert und mittels SDS-PAGE 
und Silberfärbung aufgetrennt und nachgewiesen. Die durch die Affinitätschromato-
graphie gewonnenen an den glyA-Promotor bindenden Proteine sind in Abb. 18 
erkennen. 
 
 
 
Abb. 18: Auf ein 12 %iges SDS-Gel wurde 1 µg Gesamtprotein nach erfolgter 
Affinitätschromatographie aufgetragen und durch Silberfärbung 
nachgewiesen. 
 
In zwei unabhängigen Experimenten konnten mehrere Proteine nachgewiesen 
werden, welche in der Lage waren an das glyA-Promotorfragment zu binden (siehe 
Tab. 9). 
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Tab. 9:  Durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifizierte Proteine, welche 
an das 400 bp Promotorfragment von glyA gebunden haben und in zwei 
unabhängigen Experimenten nachgewiesen werden konnten. 
NCgl-
Nummer Annotierte Funktion 
Proteingröße 
[kDa] 
0430 Transkriptionaler Regulator, ArsR Familie 13 
1597 Holliday junction DNA Helikase ruvA 44 
2880 Einzelstrang-Bindeprotein (SSB) 23 
0358 Transkriptionaler Regulator (RamB) 53 
0251 Katalase 59 
1900 Polyribonucleotid-Nucleotidyltransferase 81 
1152 Transkriptions-Termination-Faktor rho 84 
1299 DNA Polymerase I 97 
 
Das DNA-Helikase-Protein, das Einzelstrang-Bindeprotein (single strand DNA 
binding Protein, SSB) oder die DNA-Polymerase I haben eine natürliche DNA-
bindende Funktion und dienen höchstwahrscheinlich nicht der spezifischen glyA-
Regulation. Mit NCgl0430 und NCgl0358 konnten auch zwei Regulator-Proteine 
identifiziert werden. NCgl0430 ist annotiert als Transkriptionsregulator aus der ArsR-
Familie und NCgl0358 kodiert für den Transkriptionsregulator RamB (Regulator of 
acetate metabolism, Gerstmeir et al., 2004). NCgl0430 umfasst 357 Basenpaare und 
kodiert für ein Protein mit 119 Aminosäuren (ca. 13 kDa) welches ein zentrales helix-
turn-helix-Motiv bestehend aus 50 Aminosäuren besitzt. 
 
3.3 Vergleichende Gen-Expressionsanalysen zwischen C. glutamicum 
WT und WTΔarsR 
Da das durch NCgl0430 (aufgrund der Strukturähnlichkeit von NCgl0430 zur ArsR-
Familie nachfolgend arsR genannt) kodierte Protein an den Promotor von glyA 
bindet, ist es folglich ein putativer glyA-Regulator. Um diese Annahme zu bestätigen, 
wurde der Vektor pK19mobsacB_ArsR konstruiert, mit dem das arsR-Gen, wie 
vorher beschrieben, deletiert werden sollte. Mit Hilfe dieses Vektors wurde ein 
303 bp großes zentrales Fragment von NCgl0430 in C. glutamicum Wildtyp deletiert. 
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Die Deletionseffizienz war sehr hoch, da sieben von zehn untersuchten Klonen die 
gewünschte Deletion aufwiesen. Die erhaltene Deletionsmutante wurde 
C. glutamicum ΔarsR genannt. Die entsprechende RamB Deletionsmutante von 
C. glutamicum wurde freundlicherweise von Professor Bernd Eikmanns (Universität 
Ulm) zur Verfügung gestellt. 
Um aufzuklären, ob die Deletion von arsR einen Einfluss auf die Transkription von 
glyA hat und ob weitere Gene von der arsR-Deletion beeinflusst werden, wurden 
DNA-Chip-Experimente durchgeführt. Dazu wurde der C. glutamicum Wildtyp und 
der Stamm C. glutamicum ΔarsR in BHI-Komplexmedium kultiviert und zweimal in 
CgXII-Minimalmedium passagiert, um dann RNA aus in der exponentiellen 
Wachstumsphase geernteten Zellen (OD 4,5) zu isolieren. Die DNA-Chip-Analysen 
wurden einerseits im IBT-1 (Forschungszentrum Jülich GmbH) und andererseits an 
der Universität Bielefeld von Dr. Andrea Hüser durchgeführt. Mit Hilfe der DNA-Chip-
Analysen welche im IBT-1 durchgeführt wurden, konnte kein Gen mit einem 
mindestens 2-fach erhöhten mRNA-Niveau aber 48 Gene mit einem mindestens 2-
fach reduzierten mRNA-Niveau identifiziert werden. Allerdings wurden nur drei Gene 
gefunden, bei denen sich ein möglicher Zusammenhang zur Regulation von ArsR 
bzw. des glyA-Gens ergeben könnte (Tab. 10). Die vollständige Liste ist im Anhang 
wiedergegeben. 
 
Tab. 10:  Differentielle Genexpression in C. glutamicum Wildtyp und ΔarsR (DNA-
Chip-Experiment wurde im IBT-1 durchgeführt). Die RNA wurde aus 
exponentiell wachsenden Zellen isoliert, die in CgXII-Minimalmedium 
mit 4 % Glucose kultiviert wurden. 
NCgl-
Nummer Annotierte Funktion 
mRNA-Spiegel 
ΔarsR / WT 
0474 Transkriptionaler Regulator 0,46 
2244 Uncharakterisiertes Eisen-reguliertes Membran-Protein 0,48 
1879 Transkriptionaler Regulator (DNA-Reparatur, RecX-Familie) 0,49 
 
Bei den an der Universität Bielefeld durchgeführten DNA-Chip-Analysen, konnten 
22 Gene mit einem mindestens Faktor um Faktor 1,5 erhöhten und 24 Gene mit 
einem mindestens zweifach reduzierten mRNA-Niveau identifiziert werden. Diese 
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Veränderungen waren aber, wie schon die Veränderungen welche in Jülich erhalten 
wurden, sehr gering und konnten nur bedingt in einen Zusammenhang mit der arsR-
Deletion gebracht werden (Tab. 11). Die vollständige Liste ist im Anhang 
wiedergegeben. 
 
Tab. 11:  Differentielle Genexpression in C. glutamicum Wildtyp und ΔarsR (DNA-
Chip-Experiment wurde von Dr. Andrea Hüser, Universität Bielefeld, 
durchgeführt). Die RNA wurde aus exponentiell wachsenden Zellen 
isoliert, die in CgXII-Minimalmedium mit 4 % Glucose kultiviert wurden. 
NCgl-
Nummer Annotierte Funktion 
mRNA-Spiegel 
ΔarsR / WT 
2869 Putativer Schwermetall-Transporter 0,65 
1526 Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 1,64 
2199 Putativer Transkriptionaler Regulator, ArsR-Familie 1,80 
 
Es war nicht möglich, eine signifikante Veränderung der Expression von glyA 
festzustellen. Die DNA-Chip-Analysen zeigten zwar, dass die glyA-Expression um 
ca. 26 % verringert war, dieser Wert liegt aber noch nicht über der als signifikant 
definierten Grenze von 30 % (pers. Mitteilung Hüser). 
 
3.4 SHMT-Aktivität in C. glutamicum WTΔarsR und WTΔramB-Mutanten 
Um das Wachstumsverhalten der C. glutamicum ΔarsR und der C. glutamicum 
ΔramB-Mutante im Vergleich zum Wildtyp zu charakterisieren, wurden die Stämme 
auf BHI-Komplexmedium-Platten ausgestrichen, um davon BHI-Flüssigkulturen 
anzuimpfen. Diese Kulturen wurden nach 10 Stunden Wachstum durch 
Zentrifugation geerntet, einmal mit Saline gewaschen und in CgXII-Minimalmedium 
überimpft. Danach wurden diese Kulturen nach 12 Stunden Wachstum zur 
Inokulation der CgXII-Hauptkulturen verwendet. Das Wachstum und die Ergebnisse 
des Enzymtests der Stämme C. glutamicum WT, ΔarsR und ΔramB sind in Abb. 19 
gezeigt. Es zeigte sich, dass die SHMT-Aktivität der drei Stämme in der 
exponentiellen Wachstumsphase von ca. 20 auf 40 nmol/min*mg Protein anstieg. 
Erst zu Beginn der stationären Phase zeigt sich, dass die SHMT-Aktivität des 
Wildtyp-Stammes ca. 35 % höher war als bei den ΔarsR und ΔramB-Stämmen. 
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Abb. 19:  Wachstum (links) und spezifische SHMT-Aktivität (rechts) von 
C. glutamicum Wildtyp (?), ΔarsR (?) und ΔramB (?) in CgXII-
Minimalmedium. 
 
Somit haben die beiden deletierten Regulatoren ArsR und RamB möglicherweise 
erst zu Beginn der stationären Phase als Aktivatoren einen Einfluss auf die glyA-
Transkription. Ein ähnlicher Befund bzgl. einer ansteigenden Enzymaktivität beim 
Eintritt in die stationäre Phase wurde bei der Untersuchung des aceE-Gens (kodiert 
für die Pyruvat-Decarboxylase) in C. glutamicum beobachtet (Fiur, 2004). 
Um den Befund der verringerten SHMT-Aktivität in der C. glutamicum ΔarsR- und 
C. glutamicum ΔramB-Mutante während des Übergangs in die stationäre Phase mit 
einer alternativen Methode zu bestätigen, wurde die glyA-Promotorstärke mit Hilfe 
des pET2-glyA-Vektors in diesen Mutanten bestimmt. Dazu wurden die 
C. glutamicum ΔarsR und ΔramB-Mutanten mit dem pET2-glyA-Vektor transformiert 
und zusammen mit Wildtyp pET2-glyA wie zuvor beschrieben kultiviert, um die glyA-
CAT-Promotor-Aktivität zu bestimmen. Die erhaltenen Wachstumskurven und die 
dazugehörigen glyA-CAT-Promotor-Aktivitäten sind in Abb. 20 gezeigt. 
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Abb. 20: Wachstum (A) und glyA-CAT-Aktivitäten (B) von C. glutamicum WT 
pET2-glyA (?), ΔarsR pET2-glyA (?)und ΔramB pET2-glyA (?) 
 
Die glyA-Promotor-Aktivität in der stationären Phase in der C. glutamicum ΔarsR und 
der C. glutamicum ΔramB-Mutante war mit ca. 2 µmol/min*mg Protein ca. 20 % 
niedriger als bei der Wildtyp-Kontrolle (ca. 2,5 µmol/min*mg Protein). Dieses 
Ergebnis bestätigt die Messungen der SHMT-Aktivität in den Mutanten. Somit ist es 
möglich, dass ArsR und RamB Aktivatoren von glyA sind, deren Regulation beim 
Übergang von der exponentiellen Phase in die stationäre Phase zum Tragen kommt. 
 
3.5 Gelretardations-Experimente mit ArsR und RamB 
Um direkt die Bindung von ArsR und RamB an den glyA-Promotor nachzuweisen 
wurden Gelretardations-Experimente (band shift assays) durchgeführt. Hierzu wurde 
zunächst das arsR-Gen in den Vektor pET16-b von Novagen kloniert und in den 
Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) transformiert. Durch den Vektor pET16-b 
wurde das ArsR-Protein durch einen zehnfach-Histidin-Tag verlängert, welcher durch 
die Protease Faktor Xa nach der Aufreinigung über Nickel-Chelat-Affinitätschroma-
tographie wieder abgespalten werden kann. Außerdem lag der Vektor 
pET29a_RamB vor (Gerstmeir et al., 2004), der das RamB-Protein mit einem sechs-
fachen C-terminalen His-Tag fusioniert. Die Induktionskontrollen der Expressions-
kulturen von E. coli BL21 (DE3) pET16-b_ArsR und E. coli BL21 (DE3) 
pET29a_RamB sind in Abb. 21 dargestellt. 
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Abb. 21: 12%ige SDS-Gele mit Induktionskontrollen der Expression von His-
getaggten RamB (A) und ArsR-Protein (B). M = Proteinmarker. In den 
Spuren 1, 2, 3, 4, 5 sind Aliquots von Proben nach 0, 1, 2, 3 bzw. 4 h 
nach IPTG-Induktion der pET29a_RamB bzw. pET16-b_ArsR-Vektoren 
der E. coli BL21 (DE3) Expressionskulturen. 
 
Die Induktionskontrollen zeigten, dass die Bildung des His-ArsR-Proteins, welches 
mit ca. 15,5 kDa größer ist als das Protein ohne His-Tag, spezifisch induziert wurde 
(Abb. 21). Die Expression des RamB-Proteins wurde ebenfalls spezifisch induziert. 
Nach der Überexpression des arsR-Gens wurde der His-Tag mit Hilfe von Faktor Xa 
vom ArsR-Protein abgespalten (Abb. 22). 
 
 
Abb. 22: 12%iges SDS-Gel zur Kontrolle der His-Tag-Abspaltung von ArsR 
mittels Faktor Xa. In Spur 1 wurde ArsR-Protein vor der Faktor Xa-
Restriktion und in Spur 2 wurde ArsR-Protein nach der Faktor Xa-
Restriktion aufgetragen, M = Proteinmarker. 
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Die Abspaltung des HIS-Tags vom ArsR-Protein wurde über ein SDS-Gel kontrolliert 
und konnte verifiziert werden. Für die Gelretardations-Experimente wurde ein 400 bp 
großes PCR-Fragment (25 nM), welches die glyA-Promotorregion umfasst (-200 bp 
bis +200 bp relativ zum Transkriptionsstart), mit verschiedenen ArsR- und RamB-
Konzentrationen (jeweils 0 bis 19 nM) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und 
danach in einem nativen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Für RamB konnte trotz 
Variation der RamB-Konzentration keine Bindung an den Promotor nachgewiesen 
werden. Für ArsR war anhand der nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit zu-
nehmender ArsR-Konzentration eine Retardation erkennbar. Ab einem molaren 
Überschuss von ArsR von etwa 135-150 war eine Verschiebung des PCR-Fragments 
erkennbar. Da in allen Ansätzen die gleiche DNA-Konzentration (0,1 pmol/Spur) ein-
gesetzt wurde, kann man aus diesen Experimenten die Aussage treffen, dass ab 
einem 135-150-fachen molaren Überschuss an ArsR in dem benutzten System eine 
deutliche Bindung stattgefunden hat. Dies ist ein relativ hoher Überschuss, z. B. 
wurde von Wennerhold et al. (2005) gezeigt, dass DtxR bei einem 20-fachen 
Überschuss partiell und bei einem 100-fachen molaren Überschuss an die ripA-
Promotor-Region bindet und eine Verschiebung der DNA-Bande verursacht. Als 
problematisch stellte sich aber heraus, dass das als Negativ-Kontrolle eingesetzte 
DNA-Fragment in einem parallelen Ansatz (Fragment 165 bp lang, Gen betP, 
NCgl0856; pers. Mitteilung Brocker, IBT-1) ebenfalls bei einem molaren Überschuss 
von etwa 100 unspezifisch geshiftet wurde (nicht gezeigt). 
Da Sequenzanalysen zeigten, dass das ArsR-Protein Homologien zu Metall-
bindenden Proteinen aufweist, wurde im Folgenden untersucht, ob Metallionen 
(Zink(II), Cobalt(II) und Nickel(II)) einen positiven Einfluss auf die Bindung von ArsR 
an den glyA-Promotor haben. Dazu wurden erneut Gelretardations-Experimente mit 
unterschiedlichen ArsR-Überschüssen durchgeführt, diesmal aber in Anwesenheit 
eines Metallionen-Gemischs aus Zink(II), Cobalt(II) und Nickel(II) (je 500 µM). Die 
erhaltenen Band Shifts sind in Abb. 23 gezeigt. 
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Abb. 23: Gelretardations-Experiment mit einem 400 bp glyA-Promotor-Fragment 
ohne (A) und mit (B) Anwesenheit eines Metallionen-Gemischs (Zink(II), 
Cobalt(II) und Nickel(II), Konzentration je 500 µM). Der molare 
Überschuss an ArsR-Protein ist über den Spuren vermerkt. 
 
Bei diesem Gelretardations-Experiment war erkennbar, dass die Anwesenheit des 
Metallionen-Gemischs bestehend aus Zink(II), Cobalt(II) und Nickel(II) einen 
deutlichen Effekt auf die Bindung von ArsR an den glyA-Promotor hatte. Es konnte 
mehrfach gezeigt werden, dass die Bande des glyA-Fragments in Anwesenheit von 
Metallionen eine Verschiebung im Gel erfährt. Um zu bestimmen, welches der zuge-
gebenen Metallionen den Effekt der spezifischeren Bindung an das PCR-Fragment 
auslöste, wurden erneut Band Shift Experimente durchgeführt, in denen die 
einzelnen Metallionen untersucht wurden (siehe Abb. 24). 
 
 
Abb. 24: Gelretardations-Experiment mit einem 400 bp glyA-Promotor-Fragment 
ohne Zusatz eines Effektors (A), mit 500 µM Nickel(II) (B) und mit 
500 µM Cobalt(II) (C). Der molare Überschuss an ArsR-Protein ist über 
den Spuren vermerkt. 
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Es zeigte sich, dass durch die Anwesenheit von Nickel eine Bindung von ArsR an 
den glyA-Promotor erfolgte. Bei einer Konzentration von 500 µM Nickel(II) im Band 
Shift Ansatz und einem molaren ArsR-Überschuss von 50 wurde ein Shift des glyA-
Fragments erreicht. Die DNA-Banden im Ansatz ohne ArsR-Protein (molarer 
Überschuss = 0) mit Nickel(II) wurden nicht beeinflusst. Bei den anderen Metallionen 
(Cobalt(II): siehe Abb. 24 bzw. Zink(II): Daten nicht gezeigt) war keine spezifischere 
Bindung von ArsR an den glyA-Promotor erkennbar. In weiteren Experimenten zeigte 
sich, dass die Bindung von ArsR an glyA ab einer Konzentration von 200 µM 
Nickel(II) spezifischer ist. Somit interagiert das ArsR-Protein möglicherweise in vivo 
mit Nickel und führt in der stationären Phase zu einer Steigerung der glyA-
Expression. 
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IV DISKUSSION 
1. Charakterisierung des glyA-Gens 
Wie die experimentellen Analysen zeigten, ist der glyA-Promotor ein sehr starker 
Promotor. Die spezifische CAT-Aktivität betrug ca. 2 µmol/min*mg Protein und die 
minimale Inhibitor-Konzentration (MIC) etwa 100 µg/ml. Der Promotor des per-Gens 
(per = positive effector of replication, Pátek et al., 2003) zeigte MICs von 80 µg/ml in 
C. glutamicum und wird als starker Promotor bezeichnet. Somit ist davon 
auszugehen, dass der glyA-Promotor mit hoher Rate die Transkription von glyA 
initiiert. Im Einklang mit der hohen glyA-Promotor-Aktivität stehen Untersuchungen 
von Schaffer et al. (2001), die zeigen, dass auf einer Proteom-Karte von 
C. glutamicum die SHMT als intensiver Proteinspot zu erkennen ist. Trotz der 
offensichtlich großen SHMT-Proteinmenge in der Zelle sind aber nur relativ geringe 
Enzymaktivitäten bis maximal 80 nmol/min*mg Protein messbar (Simic et al., 2002; 
Peters-Wendisch et al., 2005; diese Arbeit). Dies könnte auf niedrige turnover-Raten 
des Enzyms hinweisen, was auch durch die niedrige turnover-Rate der SHMT aus 
E. coli von 10 s-1 (Schirch et al., 1985) bekräftigt wird. Es wäre auch eine 
posttranslationale Kontrolle durch Phosphorylierung möglich, zumal die SHMT aus 
C. glutamium als phosphoryliertes Protein im Phosphoproteom nachgewiesen wurde 
(Bendt et al., 2003). 
Als Transkriptionsstart von glyA wurde Cytosin identifiziert, das 64 bp vor dem 
Translationsstart von glyA liegt. Bezüglich des Transkriptionsstartpunktes konnten 
Pátek et al. (1996) zeigen, dass in C. glutamicum in 26 von insgesamt 33 Fällen 
Adenin oder Guanin mit dem Transkriptionsstart identisch sind. Dies entspricht auch 
der Situation wie sie bei E. coli vorliegt. Es ist aber nicht bekannt, ob das 
mechanistisch von Bedeutung ist (Hawley und McClure, 1983). Als -10-Region wurde 
die Sequenz TATGCTTG festgelegt, die bisher für keinen anderen Promotor in 
C. glutamicum beschrieben ist. Durch die Untersuchung von insgesamt 53 coryne-
bakteriellen Promotoren (Pátek et al., 1996; 2003) konnte als Konsensusmotiv für die 
-10-Region TA(C/T)AATGG bestimmt werden. Das glyA-Motiv entspricht somit nicht 
komplett dem Konsensusmotiv von C. glutamicum, stimmt aber in sechs Basen damit 
überein. Die -35-Region des glyA-Promotors ist mit CCATACTTT besonders 
schwach ausgeprägt. Allerdings konnten Vašicová et al. (1999) durch Einfügen von 
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Mutationen im Promotorbereich zeigen, dass bei einer schwachen Ausprägung der 
-35-Region die Anwesenheit von Guanin 2 bp stromauf- und stromabwärts der 
-10-Region von zusätzlicher Bedeutung ist (Vašicová et al., 1999). Dies ist auch beim 
glyA-Promotor der Fall, da dort ebenfalls Guanine die -10-Region eingrenzen. Die 
SHMT-Aktivität lag in der stationären Phase bei Wachstum von C. glutamicum bei 
ca. 40 nmol/min*mg Protein. Dieser Befund war zunächst überraschend, da in der 
stationären Phase theoretisch weniger C1-Einheiten benötigt werden, weil diese 
größtenteils beim Zellwachstum von Nutzen sind. Es könnte sein, dass durch den 
Erhalt der SHMT-Aktivität in der stationären Phase die Möglichkeit gesichert wird, 
L-Serin noch verstoffwechseln zu können, welches aus dem Abbau von Peptiden 
freigesetzt werden kann. 
Obwohl die SHMT essentiell für den C1-Stoffwechsel ist und ca. 80 % des zellulär ge-
bildeten L-Serins über die SHMT in C. glutamicum (Marx et al., 1996) wie auch in 
E. coli und anderen Bakterien abgebaut wird (Green et al., 1996), war bisher noch 
keine Regulation dieses Enzyms in C. glutamicum bekannt. In E. coli wird die glyA-
Expression durch mindestens drei Regulatoren kontrolliert. MetR ist ein positiver 
Regulator (Plamann et al., 1989), PurR (Purin Regulon Repressor Protein) dagegen 
reprimiert die glyA-Expression (Steiert et al., 1990) und erst kürzlich konnte gezeigt 
werden, dass als weiterer Regulator CsgD auch an der Expressionskontrolle beteiligt 
ist (Chirwa und Herrington, 2003) und nicht nur die Cellulosesynthese in E. coli 
reguliert (Zogaj et al., 2001). In Bacillus subtilis wird die Expression des glyA-Gens 
ebenfalls durch PurR reguliert (Saxild et al., 2001). Die in dieser Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen zur Regulation der SHMT führten zur Identifizierung 
des ArsR-Proteins. Durch DNA-Chip-Experimente konnte gezeigt werden, dass das 
arsR-Gen DtxR-abhängig reguliert wird (Wennerhold et al., 2006). Dies deutet auf 
eine eisenabhängige Regulation hin, da DtxR ein globaler Regulator Eisen-
abhängiger Gene ist (Brune et al., 2006). Das ArsR-Protein ist möglicherweise zur 
gesteigerten Expression von glyA nötig, da dessen Deletion zu einer 25 %igen 
Verringerung der glyA-Expression und in Korrelation dazu auch zu einer 
Verringerung der SHMT-Aktivität führt. ArsR wirkt erst zu Beginn der stationären 
Phase regulierend auf das glyA-Gen ein. Möglicherweise war deswegen keine ver-
änderte glyA-Expression in den DNA-Microarrays nachweisbar, da die mRNA-
Präparation aus der exponentiellen Wachstumsphase isoliert worden war. Wie die 
Sequenzanalysen zeigen, weist ArsR von C. glutamicum Ähnlichkeiten zu mehreren 
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aus der ArsR/SmtB-Familie stammenden Proteinen auf (siehe Abb. 25). So z. B. zu 
SmtB von Synechococcus sp. oder NmtR aus Mycobacterium tuberculosis 
(Busenlehner et al., 2003). Für SmtB ist gezeigt, dass es durch Bindung von 
Metallionen zu verringerter Interaktion mit dem Promotor und somit zur Derepression 
der kontrollierten Gene kommt (O'Halloran, 1993; Pennella et al., 2005). 
 
 
Abb. 25: Homologievergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz des arsR-
Gens aus C. glutamicum (C. glut.) mit Sequenzen von anderen 
Schwermetall-bindenden Regulatoren aus E. coli, L. monocytogenes 
(L. monoc.), M. tuberculosis (M. tub), Staphylococcus aureus und 
Synechococcus sp. (Syn. sp.). 
 
Die einzelnen Regulatoren unterscheiden sich bezüglich ihrer Metallionen-Binde-
stelle (Busenlehner et al., 2003). CadC (Staphylococcus aureus und Listeria 
monocytogenes) und ArsR (E. coli) binden Schwermetalle wie Cadmium(II), Blei(II), 
Bismut(III) und Arsen(III). Die Regulatoren SmtB (Synechococcus sp.) und NmtR 
(M. tuberculosis) bilden Metallkomplexe mit aus biologischer Sicht notwendigen 
Metallen wie z. B. Zink(II) (Harvie et al., 2006), Cobalt(II) und Nickel(II) (Cavet et al., 
2002; Pennella et al., 2005), die als Co-Faktoren für Enzyme benötigt werden. ArsR 
aus C. glutamicum weist im C-terminalen Teil Sequenzähnlichkeiten zur „α5C-
Sensor“ genannten Bindestelle von SmtB auf (siehe Abb. 25). Wie die 
Bindungsstudien zeigten, bindet ArsR aus C. glutamicum spezifisch am glyA-
Promotor in Anwesenheit des zweiwertigen Schwermetalls Nickel(II), wogegen 
Zink(II) und Cobalt(II) zu keiner Bindung führten. Dies bedeutet, dass sehr 
wahrscheinlich in vivo Nickel mit ArsR interagiert und dieser Komplex in der 
stationären Phase zu einer Steigerung der Expression von glyA führt. 
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2. L-Serin-Produktionsstämme mir verringerter glyA-Expression 
Die Überexpression der L-Serin-Biosynthesegene bei gleichzeitiger Deregulation des 
serA-Gens alleine reicht nicht aus für eine Akkumulation von L-Serin im Medium 
(Peters-Wendisch et al., 2005). Dies unterscheidet die L-Serin-Produktion z. B. von 
der L-Lysin-Bildung, bei der alleine die Deregulation des ersten Enzyms im L-Lysin-
Biosyntheseweg eine Bildung von 40 mM L-Lysin bewirkt (Cremer et al., 1991) und 
weist darauf hin, dass intrazellulärer Abbau von L-Serin dessen extrazellluläre 
Akkumulation verhindert. Jedoch war es nicht möglich, die L-Serin-umsetzende 
SHMT in C. glutamicum zu deletieren, was bei E. coli (Plamann et al., 1983) oder 
S. cerevisiae (McNeil et al., 1994) möglich ist. Dies könnte darauf beruhen, dass das 
in vielen Organismen vorhandene Glycine Cleavage System, über welches auch C1-
Einheiten zur Verfügung gestellt werden können (Kikuchi, 1973), in C. glutamicum 
zumindest in dieser Form nicht vorhanden ist (Ikeda et al., 2003). Im Genom von 
C. glutamicum sind homologe Gene zum Glycine Cleavage System von E. coli nur 
zum Teil nachweisbar. Es sind auch Organismen beschrieben, welche offensichtlich 
kein zu E. coli homologes Glycine Cleavage System besitzen, wie zum Beispiel der 
filamentöse Pilz Ashbya gossypii (Monschau, 1998). Möglicherweise besitzt 
C. glutamicum ein bisher noch unbekanntes System um Glycin zu verstoffwechseln, 
welches aber nicht als C1-Quelle verwendet werden kann, da andernfalls eine 
Inaktivierung von glyA möglich sein sollte. 
Eine Verringerung der glyA-Expression gelang mit dem chromosomal integrierten 
tac-Promotor, worüber eine erhöhte L-Serin-Bildung erreicht wurde. Der Stamm 
C. glutamicum ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB z. B. akkumulierte bis zu 85 mM 
L-Serin, was ungefähr in der Größenordnung eines L-Threonin-produzierenden 
C. glutamicum-Stammes liegt (Simic et al., 2002). Die Ausbeute dieses L-Serin-
Ausscheiders lag bei 0,64 mol L-Serin pro mol Glucose. Dies entspricht gegenüber 
bekannten Prozessen, in denen Glycin alleine oder Glycin zusammen mit Methanol 
als Substrat verwendet werden einer mindestens doppelt so hohen Ausbeute (Izumi 
et al., 1993; Kubota et al., 1989). Wie für verschiedene Aminosäure-Produzenten ge-
zeigt wurde, fördert eine Wachstumslimitation die Vorstufenbereitstellung, was 
dadurch z. B. verstärkte L-Lysin-Bildung bewirkt (Eggeling et al., 1998). Auch ein 
L-Tyrosin-auxotropher E. coli-Stamm, welcher L-Phenylalanin produziert, erreicht 
eine höhere Ausbeute bei Kultivierungen mit limitierender L-Tyrosin-Zugabe und 
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damit verbundener verringerter Wachstumsrate (Konstantinov et al., 1991). Die 
Reduktion der glyA-Expression alleine führt bereits zu geringer Akkumulation von 
1 mM L-Serin, was bei sdaA-Deletion allein nicht der Fall ist. Die Bedeutung der 
reduzierten SHMT-Aktivität wird bei dem Vergleich der maximalen L-Serin-Flussraten 
in den rekombinanten Stämmen offensichtlich. Eine Reduktion der SHMT-Aktivität 
und Überexpression der L-Serin-Biosynthesegene bewirkt eine reduzierte 
Wachstumsrate von 0,11 h-1 gegenüber dem Ausgangsstamm, der eine Wachstums-
ate von 0,38 h-1 erreicht. Der errechnete Fluss welcher benötigt wird um L-Serin für 
Phospholipide und andere Bausteine sowie für C1-Einheiten zur Verfügung zu 
stellen, beträgt 2,75 nmol min-1 (mg Trockengewicht)-1 (Marx et al., 1997). Der 
Stamm WT::pK18mobglyA’ pserACB exkretiert L-Serin mit einer Rate von 10 nmol 
min-1 mg TG-1, was bei Addition mit dem für Wachstum benötigten L-Serin zu einem 
L-Serin-Fluss von 12,75 nmol min-1 (mg Trockengewicht)-1 resultiert. Der Stamm 
ΔsdaA::pK18mobglyA’ pserACB exkretiert L-Serin mit einer Rate von 21 nmol min-1 
mg TG-1, wodurch bei Berücksichtigung des für das Wachstum benötigten L-Serins 
ein Synthesefluss von 23,75 nmol min-1 (mg Trockengewicht)-1 resultiert. Die L-Serin-
Flussraten dieser beiden Stämme die sich nur in der Deletion der L-Serin-
dehydratase unterscheiden sind somit stark unterschiedlich. Dies bestätigt die 
außerordentliche Bedeutung der Dehydratase für die Produktbildung und zeigt vor 
allem, dass in vivo das Enzym eine hohe Aktivität haben kann. Aktives 
rekombinantes Enzym aus C. glutamicum zu gewinnen war nicht möglich (Netzer, 
2003). 
Unerwarteterweise zeigten L-Serin-Produktionsstämme, welche mit reduzierter glyA-
Expression kultiviert wurden in einigen Kultivierungen wieder Wachstumraten wie der 
Wildtyp, obwohl sie durch die verringerte glyA-Expression niedriger sein sollten. Wie 
gezeigt, war dies darauf zurückzuführen, dass die artifizielle glyA-Regulation durch 
eine hohe Mutationsrate des lacIq-Repressors verhindert wurde. Die Sequenzierung 
des lacIq-Repressor-Gens zeigte, dass mehrere Klone eine Transitions-Mutation im 
lacIq-Gen trugen. Diese führte zu einem Alanin zu Threonin-Austausch an der 
13. Position des Repressor-Gens und so vermutlich zu einem Aktivitätsverlust, 
welcher eine stabile und zuverlässig hohe L-Serin-Produktion nicht zulässt. Von Mott 
et al. (1984) wurde ein Aminosäure-Austausch von Alanin zu Aspartat an 13. Position 
beobachtet, welcher zu einer kompletten Inaktivierung des LacIq-Repressors führte, 
die vermutlich auf einen Verlust der Fähigkeit zur Operator-Bindung zurückzuführen 
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war. Andere Untersuchungen welche zu Aminosäure-Austauschen im LacIq-
Repressor durchgeführt wurden (Miller, 1984) zeigten, dass 28 Mutationen im C-
terminalen Bereich, welcher die DNA-Bindedomäne beinhaltet, bevorzugt zu einem 
Aktivitätsverlust führten. Solche Adaptionen bei starkem Selektionsdruck sind 
bekannt, so ist z. B. für den L-Glutamat-Produktionsstamm C. glutamicum 2262 be-
schrieben, dass in kontinuierlicher Kultur ein besseres Wachstum hervorgerufen 
durch eine Adaption an die Kultivierungsbedingungen einen Selektionsvorteil 
ausgelöst hat, welcher vermutlich die L-Glutamat-Produktion nachteilig beeinflusst 
(Uy et al., 2003). Ein ähnliches Phänomen der Selektion wurde von Ueda et al. 
(1972) in kontinuierlicher Kultur beobachtet bei dem sich corynebakterielle Zellen an 
Wachstum in Gegenwart von Antibiotika adaptierten. 
 
3. Folsäure-auxotrophe L-Serin-Produktionsstämme 
Als besonders erfolgreich um die glyA-Aktivität zu kontrollieren, erwies sich die 
Deletion des pabABC-Genclusters und die dadurch entstandene Folsäure-Auxo-
trophie. Anscheinend hat C. glutamicum nur einen sehr geringen Bedarf an Folsäure, 
da die entsprechenden Stammkonstruktionen ohne Supplementation dieses Vitamins 
möglich waren. Offensichtlich reichte die im benutzten Komplexmedium (BHI) 
vorhandene Folsäure-Konzentration zum Wachstum aus und es liegen Transport-
systeme vor, um Folsäure aufzunehmen. 
Eine Vitaminlimitierung als vorteilhaft für Produktbildung wurde bereits von Yokota 
und Takao (1989) beschrieben. Sie zeigten, dass eine thiamin-auxotrophe oder auch 
eine liponsäure-auxotrophe Mutante von Enterobacter aerogenes eine erhöhte 
Pyruvatbildung aufweist. Dies lässt sich auf eine reduzierte Pyruvatdehydrogenase-
Aktivität zurückzuführen, da Thiamin und Liponsäure Co-Faktoren für den 
Pyruvatdehydrogenase-Komplex sind (Yokota und Takao, 1989; Oita et al., 1990). 
Von An et al. (1999) wurde gezeigt, dass eine Pantothenat-Limitation in einem 
C. lactofermentum-Stamm zu einer erhöhten L-Isoleucin-Produktion führt, was 
möglicherweise über Reduktion des Pyruvatabbaus durch Mangel an Acetyl-CoA zu 
erhöhter Bereitstellung von Pyruvat für die L-Isoleucin-Synthese führt. Im Falle der 
L-Serin-Bildung führt die Folsäure-Auxotrophie unmittelbar zu verringerter in vivo-
Aktivität der SHMT, da ohne Folsäure das Enzym inaktiv ist. Die Folsäure-
Abhängigkeit wurde durch Deletion der Gene pabAB und pabC herbeigeführt. In 
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E. coli sind PabA und PabB einzelne Polypeptide, die gemeinsam als ADC-Synthase 
die Bildung von 4-Amino-4-Deoxychorismat katalysieren (Green et al., 1996). In 
einem ersten Schritt katalysiert die ADC-Synthase die Umwandlung von Chorismat 
zu 4-Amino-4-Deoxychorismat (ADC). In einem folgenden Schritt wird durch das 
PabC-Protein Pyruvat von ADC abgespalten und das entstandene Produkt zu 
p-Aminobenzoat (PABA) aromatisiert. In C. glutamicum sind wie in Streptomyces 
griseus (Criado et al., 1993), Pilzen (Edman et al., 1993), einigen Eukaryoten wie 
z. B. Plasmodium falciparum (Triglia et al., 1999) oder Arabidopsis thaliana (Basset 
et al., 2004a) beide Polypeptide fusioniert, was die eng zusammenhängende 
Funktion bestätigt und möglicherweise die Katalyse begünstigt. Diese Fusionen sind 
Ausdruck der Evolution des Folsäure-Synthesewegs, die möglicherweise im 
Zusammenhang mit der nicht-enzymatischen Umwandlung stehen. Ähnlich sind 
fusionierte Domänen aus der Tryptophansynthese beim Vergleich von E. coli und 
C. glutamicum bekannt (Eggeling und Bott, 2005). Interessanterweise zeigte die 
pabC-Mutante nicht die strikte Folsäure-Abhängigkeit wie die pabABC-Mutante. Dies 
könnte daran liegen, dass das Substrat von PabC, ADC, sehr labil ist. Tatsächlich 
konnte gezeigt werden, dass ADC auch nicht enzymatisch zu PABA zerfällt (Tewari 
et al., 2002). Erwartungsgemäß handelt es sich beim pabAB-Promotor um einen sehr 
schwachen Promotor, da Vitamine nur in sehr geringen Mengen benötigt werden, wie 
z. B. für D-Pantothenat-auxothrophe Stämme von C. glutamicum gezeigt (Sahm und 
Eggeling, 1999). Trotzdem war es möglich, die Wachstumsrate der Folsäure-
auxotrophen Stämme durch die Folsäure-Konzentration zu steuern. Dadurch gelang 
es in Stämmen, welche zusätzlich die L-Serin-Biosynthesegene exprimierten, das 
Wachstum zu begrenzen, bzw. erforderliches Wachstum zu ermöglichen und so eine 
sehr stark erhöhte L-Serin-Bildung zu erreichen. Mit dem Stamm C. glutamicum 
ΔpykΔsdaAΔpabABC pserACB gelang es bis zu 10 g/l L-Serin (100 mM L-Serin) zu 
erreichen. Im Fermenter wurden sogar 60 g/l erreicht, was auf die Kontrolle des pH-
Wertes, die Steuerung der Glucose-Konzentration, sowie die Antischaum-Zugabe 
und die erhöhte Sauerstoff-Versorgung zurückzuführen ist (Hirao et al., 1989). Da im 
Fermenter zusätzlich mit Sojamehlhydrolysat als Komplexmedium gearbeitet wurde, 
was, wie sich herausstellte, limitierende Konzentrationen an Folsäure enthielt, ist 
somit ein Stamm geschaffen worden, der sich bezüglich der L-Serin-Bildung deutlich 
von allen bisherigen Stämmen abhebt und hervorragend für die industrielle 
Produktion von L-Serin geeignet ist. 
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V Zusammenfassung 
L-Serin nimmt als Vorstufe vieler zellulärer Metabolite eine zentrale Position im Stoffwechsel 
von Corynebacterium glutamicum ein. Dies liegt insbesondere an der durch die Serin-
hydroxymethyltransferase-(SHMT) katalysierten Reaktion, durch die beim L-Serin-Abbau 
aktivierte C1 Einheiten entstehen. Es war ein Ziel dieser Arbeit, die Bildung des für die 
pharmazeutische Industrie wichtigen L-Serins mit C. glutamicum durch metabolic 
engineering zu untersuchen. Darüber hinaus war es ein weiteres Ziel die Regulation des für 
die SHMT kodierenden glyA Gens zu analysieren. 
1. Der Wildtyp von C. glutamicum akkumuliert kein L-Serin und die alleinige Über-
expression der L-Serin-Biosynthesegene serAfbrCB führte zu einer nur geringen 
L-Serin-Bildung von 0,05 mM. Wird zusätzlich die L-Serindehydratase deletiert, wird 
bis zu 3 mM L-Serin gebildet. Durch Insertion des tac-Promotors in das Chromosom 
gelang es, die essentielle SHMT in der spezifischen Aktivität von 30 auf 
1.3 nmol/min*mg Protein zu reduzieren. Dadurch gelang eine wesentliche Steigerung 
der L-Serin-Akkumulation auf 100 mM. Eine zusätzliche Steigerung auf bis zu 
140 mM wurde durch Deletion der Pyruvatkinase erreicht. 
2.  Der konstruierte Stamm mit dem glyA-Gen unter Kontrolle des tac-Promotors war in-
stabil, was unter anderem auf die Mutation A13T im an der Kontrolle beteiligten 
Repressors LacIq zurückgeführt werden konnte. Es wurden deswegen die Gene der 
Folsäure-Biosynthese pabABC deletiert, da Folsäure für die Synthese des Co-Faktors 
der SHMT (Tetrahydrofolsäure) benötigt wird. Stämme mit deletierten pabABC-Genen 
benötigen 1 mM Folsäure oder p-Aminobenzoat zum Wachstum. Unter Folsäure-
Mangel sowie Überexpression der L-Serin-Biosynthesegene, und Deletion der 
L-Serindehydratase konnte im 20 l Fermenter eine außerordentlich hohe L-Serin-
Akkumulation von 600 mM erreicht werden. 
3. Durch Primer-Extension-Analysen wurde die -10 und die -35-Region des glyA-
Promotors bestimmt. Der Transkriptionsstart liegt 64 bp vor dem glyA-
Translationsstart. Wie transkriptionelle Fusionen mit dem Chloramphenicol-
Acetyltransferase-Gen zeigten, handelt es sich bei dem glyA-Promotor mit 
2 µmol/min*mg Protein um einen sehr starken Promotor. Durch Affinitätsreinigung 
wurden die Regulatorproteine ArsR und RamB isoliert, welche vor dem glyA-Gen 
binden. Das ArsR-Protein bindet spezifisch am glyA-Promotor in Anwesenheit von 
200 µM Nickel(II) und steigert die glyA-Expression in der stationären Phase um ca. 
20-25 %. 
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VII ANHANG 
1.  Restriktionskarten der konstruierten Vektoren 
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Abb. 26: pET2-glyA (pET2-Derivat zur Analyse der transkriptionellen Aktivität des 
glyA-Promotors) 
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Abb. 27: pET2-pabAB (pET2-Derivat zur Analyse der transkriptionellen Aktivität 
des pabAB-Promotors) 
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Abb. 28: pK19mobsacB_pabAB (pK19mobsacB mit einem 1,22 kb crossover-
PCR-Fragment zur Deletion von pabAB) 
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Abb. 29: pK19mobsacB_pabC (pK19mobsacB mit einem 1,18 kb crossover-
PCR-Fragment zur Deletion von pabC) 
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Abb. 30: pK19mobsacB_pabABC (pK19mobsacB mit einem 1,17 kb crossover-
PCR-Fragment zur Deletion von pabABC) 
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Abb. 31: pK19mobsacB_arsR (pK19mobsacB mit einem 1,09 kb crossover-PCR-
Fragment zur Deletion von arsR) 
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Abb. 32: pET16-b_ArsR (pET16b Derivat für die heterologe Überproduktion von 
ArsR mit abspaltbaren N-terminalem His-Tag) 
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2. Vollständige Liste des in Kapitel III3.3 gezeigten Experiments. Gene, die 
bei Vergleich der Gen-Expression von C. glutamicum ΔarsR und WT ein 
signifikant erhöhtes oder reduziertes mRNA-Niveau zeigten. 
 
Tab. 12:  Differentielle Genexpression in C. glutamicum Wildtyp und ΔarsR (DNA-
Chip-Experiment wurde im IBT-1 durchgeführt). Die RNA wurde aus 
exponentiell wachsenden Zellen isoliert, die in CgXII-Minimalmedium 
mit 4 % Glucose kultiviert wurden. 
NCgl-
Nummer Annotierte Funktion Gen 
mRNA-Spiegel 
ΔarsR / WT 
0054 Sulfurtransferase 0 0,21 
0496 30S ribosomales Protein S17 rpsQ 0,26 
0444 Hypothetisches Membran Protein 0 0,27 
2708 Konserviertes hypothetisches Protein 0 0,28 
0175 Acetyltransferase (GNAT) Familie 0 0,28 
2866 Thiol-Disulfid Isomerase oder Thioredoxin 0 0,31 
0524 HD Superfamilie Hydrolase 0 0,31 
2855 DNA Invertase Pin Homolog-Fragment 0 0,33 
0130 Permease 0 0,33 
2775 Putatives sekretiertes Protein 0 0,34 
0520 Ribosomales Protein L15 rplO 0,34 
0419 Hypothetischer Kationen-Transporter (P-Typ ATPase) 0 0,37 
0522 Membran-Protein 0 0,37 
2124 Leucin-Aminopeptidase pepB 0,38 
2888 Putatives Membran-Protein 0 0,38 
2820 Hypothetisches Protein 0 0,38 
0589 Sekretiertes Protein 0 0,39 
0585 Putative Sensor-Kinase (Zwei-Komponenten-System) cgtS7 0,40 
1166 Hypothetische ATP-Synthase ε-Protein atpC 0,40 
0508 Sekretiertes Protein 0 0,40 
2117 Hypothetisches Protein hesB/yadR/yfhF-Familie 0 0,40 
2865 secreted multicopper oxidase 0 0,41 
0587 Membran-Protein 0 0,41 
1995 Hypothetisches Metall-DNA-Binde-Protein 0 0,42 
2699 Transkriptionaler Regulator (merR-Familie) hspR 0,43 
0048 Hypothetisches Protein 0 0,43 
2729 Permease 0 0,43 
0463 Putative Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase gabD2 0,45 
2754 β-N-Acetyl-Glucosamidase nagA2 0,45 
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1706 Hypothetisches Protein 0 0,45 
2028 Putative Hydroxypyruvat-Isomerase gip 0,46 
2839 Putative Prä-Protein-Translokase Untereinheit (YidC, SpoIIIJ Homolog) 0 0,46 
0474 Transkriptionaler Regulator 0 0,46 
0502 Sekretiertes Protein 0 0,46 
2858 Putatives sekretiertes Protein 0 0,46 
0570 Uncharakterisiertes Protein (UPF0031-Familie) 0 0,47 
1756 Putatives sekretiertes Protein 0 0,47 
1114 Putatives Membran-Protein 0 0,48 
2244 Uncharakterisiertes Eisen-reguliertes Membran-Protein 0 0,48 
1879 Transkriptionaler Regulator (DNA-Reparatur, RecX-Familie) recX 0,49 
0341 Pyridoxal-Phosphat-abhängiges Enzym 0 0,50 
2883 Putatives Membran-Protein 0 0,50 
0506 Putatives Molybdopterin-Guanin-Dinukleotid-Biosynthese-Gen 0 0,50 
1096 Monooxygenase 3 (Flavin-haltig) 0 0,50 
1705 Restriktions-Endonuklease CGLIIR cglIIR 0,50 
2786 Membran-assozierte PA-Phosphatase 0 0,50 
0580 Drug/Metabolit-Transporter (DMT-Superfamilie) 0 0,50 
 
 
Tab. 13:  Differentielle Genexpression in C. glutamicum Wildtyp und ΔarsR (DNA-
Chip-Experiment wurde von Dr. Andrea Hüser, Universität Bielefeld, 
durchgeführt). Die RNA wurde aus exponentiell wachsenden Zellen 
isoliert, die in CgXII-Minimalmedium mit 4 % Glucose kultiviert wurden. 
NCgl-
Nummer Annotierte Funktion Gen 
mRNA-Spiegel 
ΔarsR / WT 
2653 Putatives Membran Protein - 0,66 
0730 3-Phosphoshikimate-1-Carboxyvinyltransferase aroA 0,66 
0549 Putatives Membran Protein - 0,66 
1710 Konserviertes hypothetisches Protein - 0,66 
2065 Putativer Sekundär-Metabolit-Transporter (DMT-Superfamilie) - 0,66 
0418 Putatives Membran Protein - 0,66 
0650 D-Alanyl-D-Alanin Carboxypeptidase dac 0,65 
2869 Putativer Schwermetall-Transporter (P-Typ ATPase) - 0,65 
2185 Alkalin-Phosphatase phoD 0,65 
2419 Konserviertes hypothetisches Membran-Protein - 0,64 
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1668 Hypothetisches Protein - 0,64 
0543 Putatives Membran Protein - 0,63 
0487 50S ribosomales Protein L3 rplC 0,63 
2623 Hypothetisches Protein - 0,63 
0034 Putatives Membran Protein (Rhomboid-Familie) - 0,63 
2489 Putative Diacyl-Glycerol-Kinase - 0,62 
2939 Putative Symporter (BASS-Familie) - 0,62 
2802 Konserviertes hypothetisches Protein - 0,62 
1665 Hypothetisches Protein - 0,61 
0054 Hypothetisches Protein - 0,60 
2899 Konserviertes hypothetisches Protein - 0,60 
1706 Hypothetisches Protein - 0,59 
0239 DNA Polymerase III γ/τ-Untereinheit dnaZX 0,58 
1044 Putative Oxidoreduktase - 0,52 
2130 Putative Permease - 1,52 
1941 Putatives Membran Protein - 1,53 
2029 Myo-Inositol-2-Dehydrogenase idhA3 1,53 
1625 Hypothetisches Protein - 1,54 
1626 Putative Phospho-Pantothenoyl-Cysteine Synthetase - 1,54 
1930 Putatives Membran-Protein - 1,56 
0518 30S ribosomales Protein S5 rpsE 1,57 
1876 ABC-Typ Glutamat-Transporter gluB 1,57 
0489 50S ribosomales Protein L23 rplW 1,58 
0492 50S ribosomales Protein L22 rplV 1,60 
2473 O-Acetylserine (Thiol)-Lyase cysK 1,62 
1526 Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase gap 1,64 
0677 Acetyl/Propionyl-CoA Carboxylase, β-Kette dtsR2 1,64 
1263 3-Isopropylmalat-Dehydratase (kleine Untereinheit) leuD 1,66 
1141 Nitrat-Reduktase 2, β-Untereinheit narH 1,68 
1901 30S ribosomales Protein S15. rpsO 1,68 
1135 Putatives sekretiertes Protein - 1,73 
1255 Putative Glycogen-Phosphorylase glgP1 1,74 
2199 Putativer Transkriptionaler Regulator, ArsR-Familie - 1,80 
1094 
5-Methyltetrahydropteroyltri-
glutamate-Homocystein-Methyl-
transferase 
metE 1,83 
0495 50S ribosomales Protein L29 rpmC 1,85 
2845 Putatives Membran Protein - 2,41 
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